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Ocenjujejo, da je hrana vzrok za pojav 30-40 % primerov raka na dojki, prostati, ledvicah, 
črevesju in pljučih (Dwivedi in sod., 2014). Za nastanek invazivnega tumorja je značilna 
samozadostnost rastnih signalov oziroma aktivacija z lastnimi rastnimi signali, 
neobčutljivost na inhibitorje proliferacije, aktivacija poti preživetja, nenadzorovana 
replikacija, ki ni omejena s senescenco, iniciacija angiogeneze, invazija in metastaziranje 
(Hanahan in Weinberg, 2000). Pojavnost raka se bo v prihodnjih letih povečala, zato je 
ključnega pomena, da pripravimo učinkovito preventivno strategijo. Eden izmed 
pomembnih pristopov za zmanjševanje tveganja raka je sprememba prehrambenih navad. 
Iz ocene posameznikove dovzetnosti za pojav raka in proučevanja interakcij med 
komponentami hrane in genotipom, lahko predvidimo učinke hrane na razvoj raka. 
Individualni odziv na bioaktivne komponente v hrani je poleg genotipa odvisen od 
koncentracije, tipa celic oziroma tarčnega tkiva, spola, starosti ter fiziološkega stanja 
posameznika (Ordovas, 2007). Vpliv hrane na fenotip je med drugim pogojen s 
prekomerno telesno težo, virusnimi in bakterijskimi infekcijami ter okoljskimi 
kontaminanti (Davis in Milner, 2007). Pomembno vlogo imajo tudi interakcije črevesne 
mikrobiote gostitelja (De Graaf in sod., 2009). 
Nutrigenomika proučuje komponente hrane, ki inducirajo izražanje genov v specifičih 
celicah in organih, identificira njihov vpliv na transkripcijske dejavnike in ciljne gene, 
analizira njihov vpliv na signalne poti ter identificira njihov vpliv na interakcije med 
regulatornimi potmi in vnetnim stresnim odzivom (Daniel, 2002). Do sedaj je bilo odkritih 
več kot 1000 fitokemikalij s protirakavim delovanjem (Ardekani in Jabbari, 2009). 
Bioaktivne komponente v hrani lahko zavirajo razvoj raka na različnih ravneh, saj vplivajo 
na karcinogeni metabolizem, celično signalizacijo in celični cikel, angiogenezo, apoptozo 
in metastaziranje (Surh, 2003). Biološki učinek bioaktivnih komponent je odvisen od 
številnih fizioloških procesov, kot so absorpcija, transport, biotransformacija, privzem, 
vezava, akumulacija in izločanje ter vezava na jedrske receptorje in uravnavanje delovanja 
transkripcijskih dejavnikov. Vsak izmed procesov vključuje številne gene z različnimi 
polimorfizmi, ki vplivajo na metabolizem bioaktivnih komponent (Garcia-Bailo in sod., 
2009).  
Za oceno biološkega učinka bioaktivnih komponent še vedno obstajajo nasprotujoči si 
podatki eksperimentalnih in predkliničnih poiskusov. S standardizacijo protokolov, 
razvijanjem nutrigenomske in nutrigenetske podatkovne zbirke ter z uporabo 
bioinformacijskih orodij za analizo interakcij med bioaktivnimi komponentami, geni in 
proteini, bomo dosegli večjo verodostojnost pridobljenih podatkov. Naš namen je bil bolj 
podrobno raziskati področje nutrigenomike ter z uporabo bioinformacijskih orodij 
napovedati interakcije med izbrano bioaktivno komponento v hrani in tarčnimi človeškimi 
proteini ter proučiti njen vpliv na razvoj raka. Predpisovanje personalizirane prehrane 
lahko izboljša prehranjevalne navade in kakovost življenja, hkrati pa zagotavlja boljšo 
diagnostiko in upočasni evolucijo kroničnih bolezni. 
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1.1 NAMEN NALOGE 
Namen naloge je bil pregled literature za izdelavo zbirke najbolje raziskanih bioaktivnih 
komponent v hrani s protirakavim delovanjem in izbor spojine, kateri smo z uporabo 
bioinformacijskih orodij identificirali tarčne proteine pri človeku.  
 
Na podlagi eksperimentalnih podatkov smo izbrali spojino, ki dokazano deluje na različne 
stopnje razvoja raka ter z uporabo bioinformacijskih orodij določili 100 najzaneslivejših 
tarčnih proteinov v človeškem telesu. S sekundarnim pregledom literature o izbrani spojini, 
smo primerjali rezultate eksperimentalnih študij z rezultati pridobljenimi z 
bioinformacijskimi orodji. Izračunali smo, koliko že znanih tarč znamo napovedati z 
bioinformacijskimi orodji med prvimi 10, 50 in 100 tarčnimi proteini z najmanj proste 
vezne energije  ter s tem validirali uporabljen program za iskanje proteinskih tarč. Končni 
namen te raziskovalne naloge je bil napovedati proteinske tarče, ki se z izbrano spojino 
vežejo z najmanj proste vezne energije in do sedaj še niso bile identificirane kot tarče ter 
na podlagi literaturnih podatkov o tarčnih proteinih bolj podrobno opisati delovanje 
izbrane spojine. Za tarčne proteine, ki do sedaj še niso bili identificirani kot tarče izbrane 
spojine, bodo prihodnje eksperimentalne raziskave pokazale ali je program pravilno 
napovedal interakcije. S tem smo pripomogli k razvoju nutrigenomske podatkovne zbirke, 
ki bo skupaj z individualnim predpisovanjem zdravil glede na posameznikov genotip 
pripomogla k razvoju učinkovitega sistema predpisovanja personaliziranih diet v okviru 
preventivne in protirakave terapije. 
1.2 HIPOTEZA 
Za izbrano bioaktivno komponento v človeški hrani lahko z uporabo bioinformacijskih 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 NUTRIGENETIKA IN NUTRIGENOMIKA 
Nutrigenetika analizira razlike na genetski ravni posameznikov in proučuje njihov vpliv na 
potrebo po količini določenih komponent hrane za zadovoljevanje fizioloških potreb in 
ohranjanje zdravja. Hkrati pa pojasnjuje nekatere etiološke vidike pojavljanja in poteka 
kroničnih bolezni, kot je rak. Običajno gre za polimorfizme na ravni posameznih 
nukledotidov oziroma SNP (angl.: Single Nucleotide Polymorphism) (Sharma in Dwivedi, 
2017). Med etničnimi skupinami in med posamezniki obstaja velika raznolikost genetskega 
materiala, kar vpliva na biološko dostopnost in metabolizem komponent hrane. Ljudje 
imamo zaradi različnih kulturnih, ekonomskih in geografskih značilnosti drugačne 
možnosti za dostop in izbiro hrane. Zaradi pomanjkanja določenih hranil v različnih 
življenjskih obdobjih, lahko pride do mutacij DNA. Priporočene dnevne količine vnosa 
posameznih hranil so določene splošno in ne predpostavljajo raznolikosti, ki se odraža v 
individualnih metabolnih poteh. Posamezniki imajo različno aktivnost transportnih 
proteinov za mikrohranila in encimov, ki hranila potrebujejo kot kofaktorje (Fenech in 
sod., 2011). Področje nutrigenomike proučuje učinke hrane na genomsko stabilnost, 
epigenetske modifikacije, transkriptom RNA in miRNA, proteom in metabolom (McCarty, 
2004). Hrana vpliva na zdravje posameznika z regulacijo izražanja genov, ki so vključeni v 
temeljne metabolne poti, ali pa posredno na pogostost pojavljanja genetskih mutacij na 
nukleotidni in kromosomski ravni (Frazer in sod., 2009). V procesu karcinogeneze se 
zgodijo številne onkogene mutacije, ki so funkcijsko redundantne, kar pomeni, da imajo 
lahko različne mutacije podoben fenotipski učinek oziroma funkcijo v nastanku raka 
(Fenech in sod., 2011).  
2.1.1 Poškodbe DNA in njeni popravljalni mehanizmi 
Poškodbe DNA lahko potekajo na ravni posameznih baz, preloma verig, krajšanja telomer, 
preloma ter delecije delov kromosomov in poškodb mitohondrijske DNA (Fenech, 2010). 
Kronično vnetje je dostikrat povezano z maligno transformacijo (Hofseth in Ying, 2006). 
Geni, ki jih regulirajo komponente hrane, imajo lahko vpliv na razvoj ali napredovanje 
kroničnih bolezni (Ferland-McCollough in sod., 2012). Med kroničnim vnetjem nastajajo 
prosti radikali in aldehidi, ki lahko vplivajo na mutacije DNA in na postranslacijske 
modifikacije proteinov, ki so povezane z rakom (Hussain in sod., 2003). Sproščajo se 
provnetni citokini kot so TNF-α (angl.: tumor necrosis factor alpha), IL-1, IL-6, IL-12 in 
IFN-γ (interferon gama), ki povišajo količino reaktivnih kisikovih zvrsti (angl.: reactive 
oxygen species, ROS) in reaktivnih dušikovih zvrsti (Storz, 2005). ROS vplivajo na 
aktivnost kinaz, fosfataz in redoks odvisnih transkripcijskih dejavnikov in genov (Poli in 
sod., 2004). Za zmanjševanje akumulacije ROS, se v telesu sproščajo protivnetni citokini, 
kot so IL-4, IL-10 in TGFβ (angl.: transforming growth factor beta) (Storz, 2005). V 
okviru kroničnega vnetja lahko zaznamo povečanje poškodb DNA, motnje v popravljalnih 
mehanizmih DNA, povišano celično proliferacijo, inhibicijo apoptoze in spodbujanje 
angiogenze in invazije (Hofseth in Ying, 2006). V okolici tumorja se nahajajo številni 
vnetni mediatorji, ki so odgovorni za razvoj tumorja (Bjorklund in Chirumbolo, 2016). 
NFkB (angl.: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) je družina 
transkripcijskih dejavnikovjev, ki sodelujejo pri vnetju in jih v glavnem aktivirajo ROS 
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(Zhong in sod., 2012).  Bioaktivne komponente v hrani lahko zavirajo signalizacijo MAPK 
(angl.: mitogen-activated protein kinase) in NFκB in zavirajo izločanje vnetnih citokinov 
(Kim in sod., 2011). Resveratrol inhibira fosforilacijo NFkB in MAPK ter deluje 
protivnetno (Zhong in sod., 2012). Proti kroničnemu vnetju delujejo številne bioaktivne 
komponente hrane, kot so konjugirana linolna kislina, dolgoverižne ω-3 maščobne kisline, 
butirat, epigalokatehin-3-galat (EGCG) , kurkumin, genistein, luteolin, vercetin, vitamina 
A in D (Manna in Aggarwal, 2000). ROS, kot so superoksidni anion, vodikov peroksid in 
hidroksilni radikal, napadejo DNA baze, kar vodi do napak v transkripciji (Bartsch, 1996). 
Tako lahko pride do mutacij v onkogenih ali v tumor-supresorskih genih ali do prekinitve 
verig DNA in s tem do mutacij oziroma delecij (Chao in Lipkin, 2006). 
  
DNA popravljalni mehanizmi so odvisni od številnih komponent hrane, ki delujejo kot 
substrati ali kofaktorji. Komponente hrane vplivajo na preprečevanje oksidacije DNA 
(antioksidanti), preprečevanje vključevanja uracila v DNA (vitamin B9), ohranjanje 
metlicije CpG (metionin, vitamin B9), kot kofaktorji ali kot komponente popravljanih 
encimov DNA (cink in magnezij) in ohranjanje dolžine telomer (vitamin B3 in B9) 
(Fairfield in Fletcher, 2002). Bioaktivne komponente z antioksidativnim delovanjem kot so 
flavonoidi, vitamina E in C, β-karoten in izotiocionati, lovijo ROS in stimulirajo 
popravljanje oksidativnih poškodb DNA (Astley in sod., 2004). Pomanjkanje določenih 
komponent hrane povzroča motnje v DNA popravljalnih mehanizmih. Vnos suboptimalnih 
koncentracij vitamina B9 in karotenoidov je povezan z razvojem raka (Fairfield in 
Fletcher, 2002). Pomanjkanje vitaminov B3, B6, B9, B12, C, E, železa ali cinka povzroča 
oksidativni stres ter prelom ene ali obeh verig (Ames, 2001). EGCG v nizkih 
koncentracijah deluje kot antioksidant, v visokih koncentracijah ima prooksidativni učinek, 
ki vodi v avtofagijo (Kim in sod., 2014). Poškodbe na telomerah povzročajo kromosomsko 
nestabilnost in vodijo v združevanje kromosomov, kar ima pomeben vpliv na razvoj raka. 
Pomanjkanje vitamina B3 in B9 povzroča nepravilnosti v delovanju telomer. Ob 
pomanjkanju vitamina B9 se namreč namesto timidina vgrajuje uracil, kar povzroča 
prelome kromosomov. Vitamin B9 in ostali donorji metilne skupine imajo pomembno 
vlogo pri ohranjanju metilacije. Nepravilnosti v metilaciji DNA povzročajo podaljševanje 
in fuzijo telomer. Antioksidanti preprečujejo poškodbe telomer (Bull in Fenech, 2008). 
2.1.2 Bioaktivne komponente v različnih stopnjah razvoja raka 
 
Pri rakavih celicah gre za okvaro mehanizmov celične rasti, zato celice nekontrolirano 
rastejo, saj genomska nestabilnost malignih celic spodbuja proliferacijo in inhibira 
apoptozo (Jacks in Weinberg, 2002). Za preprečevanje razvoja raka lahko uporabimo 
bioaktivne komponente v hrani, ki spodbujajo apoptozo in zavirajo celični cikel oziroma 
proliferacijo malignih celic (Chen in Kong, 2005). Zaviralci proliferacije so EGCG, 
izotiocianati, fenoli, butirat, genistein, izotiocianati (Poli in sod., 2004) in ω-3 ter ω-6 
polinenasičene maščobne kisline (Dwivedi in sod., 2013). Na indukcijo apoptoze 
učinkujejo feniletil izotiocianati, butirat, retinojska kislina, kurkumin, epigenin, kvercetin, 
resveratrol, cink, selen, EGCG, CAPE (angl.: caffeic acid phenethyl ester) in genistein, ki 
so večinoma vključeni v intrinzično pot apoptoze (Hu in Kong, 2004). Avtofagija je 
ključni mehanizem za ohranjanje citoplazemske in genomske integritete. Do neke mere je 
reverzibilna, ko pa postane ireverzibilna, pa vedno vodi v celično smrt preko receptorjev 
smrti in aktivacije kaspaz. EGCG (Kim in sod., 2016), resveratrol (Kim in sod., 2013), 
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genistein in CAPE aktivirajo avtofagijo (Gossner in sod., 2007). Angiogeneza je ključna 
pri zagotavljanju kisika in hranil malignim celicam. V okolici malignih celic se nahajajo 
številni vnetni citokini in kemoatraktanti, ki privabljajo rastne dejavnike, kot sta VEGF 
(angl.: vascular endothelial growth factor) in FGF (angl.: fibroblast growth factor) (Pfeffer 
in sod., 2003). Komponente hrane, ki inhibirajo angiogenezo, so ω-3 in ω-6 polinenasičene 
maščobne kisline (Rose in Connolly, 2000) in polifenoli, kot je EGCG, resveratrol, 
kurkumin in genistein (Oak in sod., 2005). Prav tako angiogenezo inhibirata daidzein in 
genistein. Resveratrol inhibira VEGF (Satih in sod., 2010). Invazija in metastaziranje sta 
zaključni fazi pri nastanku invazivnega tumorja. Flavonoidi inhibirajo invazijo in 
metastaziranje rakavih celic (Hua in sod., 2016). EGCG zavira metastaziranje (Zhang in 
sod. 2016), regulira tumorigenezo in invazijo preko poti NFkB (Meng in sod., 2016).  
2.1.3 “Omski” Pristopi  
2.1.3.1 Epigenomika 
 
Epigenomika proučuje procese, ki regulirajo izražanje genov, in imajo pomemben vpliv na 
normalno celično rast in razvoj. Hrana skupaj z okoljskimi dejavniki povzroča spremembe 
v epigenetskih mehanizmih, kar lahko vodi v različna bolezenska stanja, eno izmed teh je 
rak. Epigenetsko utišanje genov, ki ohranjajo zdravo fiziološko stanje, lahko poveča 
dovzetnost za razvoj bolezni. Epigenetski mehanizmi vključujejo genomsko in gensko 
specifično metilacijo, histonske modifikacije, izražanje miRNA in drugih nekodirajočih 
RNA in proteine, ki se vežejo na kromatin, ga remodelirajo ter uravnavajo izražanje t.i. 
vzdrževalnih genov in zavirajo izražanje parazitske DNA, kot so transpozoni. Hrana 
vsebuje številne prekurzorje, kot so cink, kobalt, metionin, holin, betain in vitamini B2, 
B3, B6, B9 in B12, ki so pomembni pri sintezi univerzalnega donorja metilne skupine med 
metilacijo S-adenozil metionina oziroma SAM (angl.: S-adenosyl methinonine). 
Pomanjkanje takšnih prekurzorjev v hrani se odraža v hipometilaciji DNA (Ferland-
McCollough in sod., 2012). Pomanjkanje metil donorjev ali inhibicija metiltransferaze, 
vodi do aktivacije transpozonov. Če se transpozon vgradi v zaporedje promotorja, lahko 
pride do utišanja številnih genov, med njimi tudi tumor-supresorskih, kar poveča tveganje 
za razvoj raka (Fenech, 2005). Na epigentske spremembe vplivajo številne komponente 
hrane, kot so izotiocianati, karotenoidi, flavonidi, indoli, konjugirana linolna kislina in ω-3 
maščobne kisline, alkohol, arzen, genistein, nikelj, polifenoli, selen, cink in vitamin A 
(Kaput in sod. 1994).  
2.1.3.2 Transkriptomika  
 
Transkriptomika proučuje komponente hrane, ki delujejo kot ligandi receptorjev 
transkripcijskih dejavnikov ali pa se metabolizirajo po primarnih ali sekundarnih 
metabolnih poteh in tako vplivajo na koncentracijo substratov ali intermediatov in na 
signalne poti (Lin in Guarentel, 2003). Nekatere izmed temeljnih molekul, s pomočjo 
katerih komponente hrane vplivajo na izražanje genov, so transkripcijski dejavniki. 
Ključna je aktivacija transkripcijskih dejavnikov, ki zavirajo karcinogenezo (Braicu in 
Gherman, 2012), kar vključuje antioksidativno aktivnost, inhibicijo MAPK in NFκB, 
aktivacijo apoptoze in avtofagije ter inhibicijo angiogeneze, invazije in metastaziranja 
(Vittal in sod., 2004). Pomembna skupina transkripcijskih dejavnikov so PPAR (angl.: 
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peroxisome proliferator activated receptor). Večina teh receptorjev veže komponente hrane 
in njihove metabolite ter tako vpliva na izražanje genov, ki so vključeni v številne 
metabolne procese v jetrih, kot je oksidacija maščobnih kislin, ketogeneza, 
glukoneogeneza, metabolizem aminokislin, celična proliferacija in akutni odziv. Primer 
molekul, ki se vežejo na PPAR so oleinska, palmitinska, linolna in ostale maščobne kisline 
(Afman in Muller, 2006). 
 
Nekodirajoče RNA so majhni regulatorni transkripti. Naravne fitokemikalije so večinoma 
majhne molekule, ki uravnavajo izražanje miRNA z vplivom na transkripcijske dejavnike, 
epigenetske mehanizme (Srivastava in sod., 2015) ter vplivajo na zorenje miRNA (Irimie 
in sod., 2015). Resveratrol in EGCG se direktno vežeta na miRNA, ki so vključene v 
onkogenezo (Baselga-Escudero in sod., 2014). Genistein in daidzein vplivata na izražanje 
miRNA (Rabiau in sod., 2011). Genistein in resveratrol zavirata izražanje dolgih 
nekodirajočih RNA oziroma lncRNA (angl.: long non-coding RNA), ki so vključene v 
onkogenezo (Yang in sod., 2015).  
2.1.3.3 Proteomika in metabolomika 
 
Komponente v hrani vplivajo na proteom in metabolom posameznika, saj povzročajo 
epigenetske spremembe, ki vplivajo na izražanje genov in s tem na sintezo, degradacijo in 
postranslacijske modifikacije proteinov (Ferhud in sod., 2010). EGCG spodbuja izražanje 
nekaterih proteinov, kot so porin, prohibitin in keratin 5, ki vodijo v apoptozo (Chen in 
sod., 2011). CAPE inhibira proliferacijo s ciljanjem na protein p53 (Lin in sod., 2015). 
Metaboliti komponent hrane vplivajo na metabolne poti, saj delujejo kot substrati, 
inhibitorji oziroma aktivatorji encimov in molekularni prekurzorji. 
2.1.4 Sinergistično delovanje bioaktivnih komponent 
 
Bioaktivne komponente v okviru celostne hrane učinkoviteje delujejo protirakavo, kot če 
jih zaužijemo posamezno, predvsem zaradi aditivnih in sinergističnih učinkov komponent 
hrane (Suganuma in sod., 1999). Veliko študij opisuje aditivni in sinergistični učinek 
majhnih količin fitokemikalij in konvencionalnih protirakavih terapij. Naravne bioaktivne 
komponente pomembno zmanjšajo toksičnost kemoterapij. Sinergistični učinek s 
kemoterapijo izražata EGCG (Wubetu in sod., 2016) in resveratrol, ki inhibira NFκB, 
matriksno metaloproteinazo (MMP) 9 oziroma MMP9  in kaspazo 3 (Buhrmann in sod., 
2015). Potek zdravljenja kroničnih bolezni izboljšamo s predpisovanjem diet, ki so 
specifične za posameznikov genetski zapis. 
2.2 MOLEKULARNE RAZISKAVE V NUTRIGENOMIKI  
2.2.1 Uveljavljene molekularne raziskave 
Pri molekularnih raziskavah v nutrigenomiki sta večinoma bili do sedaj v uporabi dve 
strategiji. Merjenje izražanja specifičnih genov in proteinov, kot posledica komponent v 
hrani. Za identifikacijo specifičnih regulatornih poti, na katere vpliva hrana, uporabljamo 
genomska orodja, kot so transkriptomika, proteomika in metabolomika. V glavnem jih 
proučujemo v transgenih mišjih modelih in celičnih kulturah (Roberts in sod., 2001; 
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Peregrin, 2001). Poleg merjenja izražanja specifičnih genov in proteinov, uporabljamo 
sistemsko biologijo, kjer gene, proteine in metabolite, ki so povezani z določenimi 
komponentami v hrani, sistematično organiziramo v biološke mreže in določimo 
molekularne biomarkerje, ki nam pomagajo pri zgodnjem odkrivanju bolezni (Elliott in 
Ong., 2002; van Ommen in Stierum, 2002).  
2.2.2 Novejše molekularne raziskave 
 
V naši magistrski nalogi smo za molekularne raziskave v nutrigenomiki uporabili nov 
pristop. Humane tarčne proteine izbrane spojine smo predvideli z uporabo 
bioinformacijskega orodja inverznega molekularnega sidranja Proteus, (Konc in sod., 
2018a) ki omogoča napovedovanje vezave ligandov na strukture proteinov.  
 
Zdravila so trenutno zasnovana na podlagi specifične proteinske tarče, čeprav lahko nizko-
molekularna zdravilna učinkovina interagira s številnimi drugimi proteini t.i. off targets, ki 
imajo lahko pomemben vpliv na splošno aktivnost, učinkovitost, toleranco in stranske 
učinke zdravila. Za omogočanje zgodnjega predvidevanja neželenih stranskih učinkov in 
toksičnosti je potrebno oceniti celotni spekter interakcij zdravilne učinkovine (Hurle in 
sod., 2013). Napovedovanje ligandov proteinov je eden izmed največjih izzivov v farmaciji 
in v napovedovanju funkcije proteina. Razvitih je bilo veliko pristopov za napovedovanje 
vezave proteinov in ligandov, med katerimi je najbolj pomembno molekularno sidranje 
(Yuriev in Ramsland, 2013). Pri običajnem molekularnem sidranju se informacija iz 
obstoječih podobnih kompleksov proteina in liganda ne upošteva, zato poteka  sidranje 
vsake nove molekule od začetka (Rose in sod., 2010). Alternativa običajnemu 
molekularnemu sidranju so pristopi, ki uporabljajo informacije na podlagi obstoječih 
eksperimentalnih kompleksov proteina in liganda in postajajo vedno bolj pomembni. 
Takšni pristopi predpostavljajo, da podobna vezavna mesta vežejo podobne ligande. Tako 
lahko poznan ligand določenega proteina premestimo na podobno vezavno mesto drugega 
proteina, za katerega predhodno nismo vedeli, da veže dotični ligand. Premeščanje 
ligandov, predvsem med nehomolognimi proteini,  je odvisno od natančnih primerjav  3D 
orientacije funkcionalnih skupin aminokislin v vezavnem mestu proteina (Konc in Janezic, 
2014). 
ProBiS-ligands spletni strežnik identificira ligande, ki so sposobni vezave na strukturo 
preiskovanega proteina. Strukturo preiskovanega  proteina primerja s proteini v nr-PDB 
(angl.: non-redundant protein data bank) s pomočjo algoritma ProBiS (Konc in Janezic, 
2010), ki omogoča lokalno strukturno poravnavo. Nr-PDB trenutno vsebuje več kot 37000 
enoverižnih proteinskih struktur (Konc in Janezic, 2007). Kot rezultat dobimo seznam 
podobnih proteinskih struktur, ki ustvarijo podobno 3D aminokislinsko okolje kot 
preiskovan protein. Nato poteka iskanje ligandov v novo ustvarjeni podatkovni zbirki, ki jo 
sestavljajo ligandi iz celotne Protein Data Bank (PDB), kot so proteini, nukleotidi, majhne 
molekule in ioni, ki so sposobni vezave na proteine iz nr-PDB, ki smo jih dobili na 
seznamu. Najdene predvidene ligande nato prenese na preiskovan protein z vrtenjem in 
prevodom koordinat njihovih atomov, na podlagi matrik pridobljenih iz začetnega 
prileganja preiskovanega in nr-PDB proteinov. Na koncu identificira vezavne 
amiokislinske ostanke, ki so skupni preiskovanemu proteinu in proteinu iz katerega je bil 
ligand premeščen. Ena izmed glavnih prednosti tega strežnika je, da omogoča prenos 
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liganda med proteinskimi strukturami, ne glede na zlaganje proteinov in brez predhodnega 
poznavanja vezavnih mest. To omogoča vzpostavljenemu ligandu, ki je lahko zdravilo ali 
bioaktivna komponenta v hrani, prepoznavanje proteinskih tarč, ki doslej niso bile 
prepoznane (Konc in Janezic, 2014). 
 
Pri inverznem sidranju gre za sidranje posamezne molekule na nabor proteinskih struktur, 
v nasprotju z neposrednim sidranjem, kjer gre za sidranje celotne podatkovne zbirke spojin 
na preiskovan protein (Konc in sod., 2018a). Zaradi naraščajočega števila dostopnih 
struktur iz študij NMR (angl.: nuclear magnetic resonance spectroscopy) ter rentgenske 
kristalografije in metod homolognega modeliranja (Hui-fang in sod., 2010) postaja 
pomembnost inverznega sidranja, kot metode predikcije tarč, vedno večja, saj so za večino 
farmacevtsko pomembnih človeških proteinov že na voljo podatki o njihovi strukturi. 
Zaradi kompleksnosti računanja inverznega sidranja je čas iskanja tarč predstavljal glavno 
oviro. Ena izmed možnosti za zmanjševanje časovne omejitve je osredotočenje sidranja na 
vezavna mesta proteina (Konc in sod., 2018a). V primeru nekaterih apoproteinov z 
manjkajočimi so-kristaliziranimi ligandi lokacija vezavnih mest še ni znana (Mizuki in 
sod., 2008). Za alosterična vezavna mesta dostikrat še niso določili ligandov, zato ostajajo 
neraziskana. V takšnih primerih potrebujemo metode, ki omogočajo avtomatsko 
zaznavanje vezavnih mest zanimivih za pripravo zdravil, kot je sc-PDB (an annotated 
database of druggable binding sites) podatkovna zbirka (Desaphy in sod., 2015). Priprava 
oziroma določanje vezavnih mest za sidranje predstavlja velik izziv, saj je potrebno 
upoštevati veliko parametrov, da dosežemo točnost in učinkovitost algoritmov za sidranje 
(Kellenberger in sod., 2006). Trenutno je na voljo metoda, ki združuje molekularno 
sidranje s prepoznavo vezavnih mest, INVDOCK (Chen in Zhi, 2001). Slednja omogoča 
avtomatizirano sidranje in vsebuje podatkovno zbirko proteinskih struktur z njihovimi 
vezavnimi mesti, ki jih določa algoritem z geometrijskim pristopom, ki je sposoben zaznati 
ustrezne vdolbine v proteinski strukturi. Takšne vdolbine potem avtomatsko zazna kot 
vezavna mesta (Kuntz in sod., 1982). 
Kot razširitev ProBiS-ligands pristopa je Konc in sod. razvil novo metodo Dockready, ki 
identificira vezavna mesta tudi manjših molekul in jih pripravi za inverzno sidranje. 
Vezavno mesto proteina je opredeljeno kot prostor, ki ga zavzame unija vseh njegovih 
predvidenih ligandov, pridobljenih iz podobnih vezavnih mest v PDB (Konc in sod., 
2018a). Metoda uvaja nekaj novosti v primerjavi z do sedaj znanimi pristopi (Konc in 
Janezic, 2014) (Stular in sod., 2016). Upoštevana so vezavna mesta, ki so na površini med 
različnimi proteini v proteinskih kompleksih, določene so dodatne molekule, ki vplivajo na 
sidranje in se hranijo v vezavnih mestih in biološka prioriteta vezavnih mest je določena na 
osnovi števila in kompleksnosti predvidenih ligandov (Konc in sod., 2018a). Z uporabo 
nove metode so ustvarili podatkovno zbirko vezavnih mest za celotno PDB, (Rose in sod., 
2017) (Burley in sod., 2017) kar bo pripomoglo k predvidenju velikega števila bioloških 
tarč in s tem k bolj učinkovitemu razvoju varnih zdravil. Gre za trenutno največjo kurirano 
podatkovno zbirko vezavnih mest, kjer poteka sidranje na več tarč. Podatkovna zbirka 
omogoča raziskovanje potencialnih tarč zdravil in bioaktivnih komponent v hrani, kot tudi 
inverzno sidranje. Človeška podatkovna zbirka vsebuje 27599 vezavnih mest iz struktur 
človeških proteinov. Na voljo pa je tudi človeška podatkovna zbirka, povezana z rakom, ki 
vsebuje 4170 vezavnih mest, ki vsebuje proteinske strukture, za katere je znano, da imajo 
vlogo v razvoju raka. Vsaka podmnožica kot tudi celotna podatkovna zbirka je ena zložena 
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datoteka, ki vsebuje proteinske tarče opisane v treh delih: receptorski del, ki vsebuje 
predstavitev tarče v PDB formatu, centroidni del, ki opisuje identificirano vezavno  
mesto z uporabo unije koordinat sfer ter del, ki opredeljuje ligande ki so lahko prisotni v 
vezavnem mestu prileganega proteina (Konc in sod., 2018a).  
 
Glede na prednostno razvrstitev so Konc in sodelavci (2018a) predspostavili sekundarna in 
terciarna vezavna mesta, ki lahko vključujejo tudi alosterična vezavna mesta. Vezava 
liganda na alosterično mesto, ki je topografsko ločeno od primarnega vezavnega mesta, 
vodi v konformacijske spremembe na primarnem vezavnem mestu, s čimer aktivira ali 
zavira aktivnost proteina in tako uravnava njegovo funkcijo. Alosterična vezavna mesta 
pogosto služijo kot naravne kontrolne zanke, kot so povratne informacije produktov 
encimov in so ključne v celični signalizaciji (Bu in Callaway, 2011). Nova metoda 
omogoča zaznavanje predhodno nepoznanih vezavnih mest in posledično oblikovanja 
zdravil, ki lahko delujejo na predhodno nezaznana vezavna mesta. Poleg primarnih in 
alosteričnih vezavnih mest na eni proteinski verigi, z novo metodo lahko predpostavljamo 
vezavna mesta, ki so med večimi proteinskimi verigami, ki sestavljajo biološko pomembne 
proteinske komplekse (Konc in sod., 2018a). Celična signalizacija je ključni biološki 
proces, ki omogoča celicam medsebojno komunikacijo, zaznavanje njihovega okolja ter 
interakcije z njim. Signali morajo preiti celične membrane, da lahko vstopijo v celico in 
tam učinkujejo. Hidrofobne signalne molekule lahko neposredno prečkajo membrane. 
Nabite in velike hidrofilne molekule v celico vstopajo preko raznolikih integralnih 
membranskih receptorjev, ki bodisi selektivno omogočajo membranski prehod signala v 
celico ali pa pretvorijo informacijo zunajceličnega signala v intracelularnega, ki ga nato 
celica  nadaljne obdeluje. Eden od najpomembnejših takšnih mehanizmov je dimerizacija 
transmembranskih receptorjev, ki dovoljuje signalu prehajanje celičnih membrane (Cymer 
in Schneider, 2010).  Zato je v številnih primerih vezavno mesto na območju med dvema 
ali več proteinskimi verigami. Takšna vezavna mesta  v številnih študijah ostajajo 
neprepoznana, saj zaznajo le asimetrično enoto receptorja in ne širšega biološkega sklopa. 
Z uporabo samo ene verige, ne upoštevajo interakcij, ki bi jih veriga tvorila z manjkajočo 
verigo, pri tem pa tudi ne upoštevajo sferičnih lastnosti vezavnega mesta, ki bi jih ta veriga 
oblikovala. To lahko privede do netočnih rezultatov presejanja, saj tak sistem ne 
predstavlja dejanskega stanja kompleksa, nastalega ob vezavi liganda. DockReady 
identificira vezavno mesto liganda tudi na območju med dvema proteinskima verigama 
(Konc in sod., 2018a).  
 
Izračun molekularnega tipa liganda omogoča ugotavljanje, ali je ligand biološko dovolj 
pomembna molekula, da jo upoštevamo v vezavnem mestu sidranja. Biološko pomembne 
molekule, ki vplivajo na sidranje so organski kofaktorji, glikani, katalitični kovinski ioni in 
vodne molekule (Ladbury, 1996) (Ewing in sod., 2001). Nova metoda obravnava 
vključenost oziroma izključenost dodatnih molekul, ki lahko pomembno vplivajo na 
vezavo liganda ali zdravila na protein. Vodne molekule znotraj vezavnega mesta lahko 
bistveno vplivajo na postopek sidranja. Najpomembnejše je, da voda lahko tvori vodikove 
vezi, ki povezujejo ligand in receptor in tako vpliva na položaj liganda in na vrednost 
točkovanja sidranja za specifičen ligand. Voda lahko zmanjša prostor sidranja z 
zmanjševanjem konformacijskega prostora, ki ga ligand zavzame. Pomembno je 
predhodno znanje in razumevanje učinka vodnih molekul na pozicijo in prostor, ki ga 
ligand lahko zavzame znotraj vezavnega mesta (Konc in sod., 2018a).  
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Algoritem molekularnega sidranja Proteus razširja pristop ProBiS-ligands. Proteus je 
paralelni, samostojni algoritem za sidranje, ki omogoča hitro sidranje podatkovnih zbirk 
milijonov spojin. Sidranje izvaja na fleksibilnem vezavnem mestu preiskovanega proteina. 
Spojine iz ZINC podatkovne zbirke (Sterling in Irwin, 2015) sidra v polje vezavnega mesta 
in ocenjuje njihove predvidene pozicije v vezavnem mestu z uporabo nove cenilne 
funkcije, ki je osnovana na obstoječih sokristaliziranih ligandih iz podobnih vezavnih mest 
v PDB. Vnos v Proteus je niz spojin, ki jih nato sidra, struktura preiskovanega proteina in 
niz vezavnih mest na strukturi preiskovanega proteina. Nato izvede sidranje na protein. Kot 
rezultat dobimo sidrane in minimanizirane strukture kompleksa proteina in spojine skupaj 
z njihovimi predvidenimi točkami (Konc in sod. 2018b). 
Za validacijo lokacije predvidenih vezavnih mest in dodatnih molekul, ki lahko vplivajo na 
sidranje, so rezultate metode primerjali s kuriranimi vezavnimi mesti pridobljenimi iz 
podatkovne zbirke Database of Useful decoys-enhanced (DUD-E) (Mysinger in sod., 
2012). DockReady metoda je pravilno napovedala 96 od 101 lokacij primarnih vezavnih 
mest med DUD-E proteini. V treh izmed štirih, kjer so se lokacije razlikovale, je bila 
sekundarna lokacija, ki jo je zaznala naša metoda, enaka kot lokacija, ki jo je predvidel 
DUD-E (Konc in sod., 2018a). Ena izmed glavnih prednosti opredelitve vezavnih mest 
Konca in sodelavcev je, da je vezavno mesto definirano kot serija centroidov, ki 
predstavljajo celoten prostor, ki ga zavzamejo različne poze različnih ligandov. Takšna 
opredelitev vezavnih mest ima strožje kriterije, kot številni drugi sidralni algoritmi, kjer je 
vezavno mesto definirano z eno geometrijsko obliko, kot sta na primer krogla in kocka. V 
primeru ene same geometrijske oblike lahko opazimo, da npr. kubični prostor za iskanje ne 
vključuje določenih molekul v strukuri liganda (Feinstein in Brylinski, 2015). To pomeni, 
da ni mogoče najti primernega nativnega položaja tega liganda, kar dotični ligand lahko 
izključi iz nadaljnih študij presejelnega sidranja. DockReady metoda vezavno mesto 
definira bolj natančno (Konc in sod., 2018a) kot ostale omenjene metode. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 PREGLED LITERATURE Z NAMENOM ISKANJA BIOAKTIVNIH KOMPONENT 
VHRANI S PROTIRAKAVIM DELOVANJEM TER IZBOR SPOJINE 
 
V različnih podatkovnih zbirkah smo poiskali bioaktivne komponente v hrani, ki imajo 
eksperimentalno potrjeno protirakavo delovanje. Združili smo podatke pridobljene iz in 
vitro in in vivo študij pri različnih živalskih vrstah, kot sta miš in podgana, ter pri človeku. 
Zbirali smo podatke o delovanju bioaktivnih komponent hrane v različnih stopnjah razvoja 
raka (vlogo bioaktivnih komponent v kroničnem vnetju, mutacijah, DNA popravljalnih 
mehanizmih, celični proliferaciji, apoptozi, angiogenezi, invaziji in metastaziranju) ter o 
asociacijskih študijah na ravni celotnega genoma (kako bioaktivne komponente v okviru 
epigenomike, transkriptomike, proteomike in metabolomike vplivajo na izražanje genov). 
V raziskavi smo pregledali več kot 203 originalnih in preglednih znanstvenih člankov 
objavljenih do julija 2018. 
 
Literaturo, povezano z nutrigenomiko pri raku, smo pridobili iz National Center for 
Biotechnology Information - PubMed (NCBI-PubMed) in Web of Science (WoS), s 
pomočjo iskalnih izrazov: »nutrigenomics« (nutrigenomika), »nutrigenetics« 
(nutrigenetika), »cancer« (rak), »bioactive food components« (bioaktivne komponente 
hrane), »nutrients« (hranila), »cancer developement« (razvoj raka), »anti-cancer diet« 
(protirakava dieta), »nutrition« (hrana), »epigenetics« (epigenetika), »phytochemicals« 
(fitokemikalije) in »chemoprevention« (kemoterapija). Za nadaljnjo analizo smo izbrali 
dobro raziskano molekulo, ki ima eksperimentalno potrjeno vlogo v različnih stopnjah 
razvoja raka. 
3.2 ISKANJE PROTEINSKIH TARČ IZBRANE SPOJINE PRI ČLOVEKU 
 
Z uporabo bioinformacijskega orodja inverznega molekularnega sidranja Proteus (Konc in 
sod., 2018a) smo poiskali človeške tarčne proteine izbrane spojine. Vsaki napovedani tarči 
smo določili PDB ID in verigo proteina. V analizo smo vključili 100 napovedanih 
človeških tarčnih proteinov z najmanj proste vezne energije za vezavo izbrane spojine.   
3.3 SEKUNDARNI PREGLED LITERATURE Z NAMENOM VREDNOTENJA 
TARČNIH PROTEINOV 
 
Literaturo, povezano s 100 tarčnimi človeškimi proteini smo pridobili iz NCBI-PubMed in 
WoS. Z iskalnimi izrazi, ki povezujejo tarčni protein z izbrano spojino smo ugotovili, ali je 
bil posamezni tarčni protein že identificiran kot tarča izbrane spojine. V primeru, da je bil 
v literaturi protein že identificiran kot tarča izbrane spojine, smo na kratko opisali, kakšne 
so posledice interakcije. Izračunali smo, koliko že znanih tarč znamo napovedati z 
bioinformacijskimi orodji med prvimi  10, 50 in 100 tarčnimi proteini z najmanj proste 
vezne energije ter s tem validirali uporabljen program za iskanje proteinskih tarč. 
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3.4 IDENTIFIKACIJA 20 TARČNIH PROTEINOV Z NAJMANJ PROSTE VEZNE 
ENERGIJE TER DOLOČANJE NJIHOVE VLOGE PRI RAZVOJU RAKA 
 
S pregledom podatkovnih zbirk UniProt in PDB smo opisali osnovne funkcije 20 tarčnih 
proteinov z najmanj proste vezne eniergije in določili njihovo vlogo pri razvoju raka. Bolj 
podrobno smo opisali do sedaj nepoznane proteinske tarče ter opredelili njihov vpliv na 
transkripcijske dejavnike in njihove ciljne gene, analizirali vpliv na signalne poti ter vpliv 
na interakcije med regulatornimi potmi in vnetnim stresnim odzivom.  
3.5 PREVERJANJE NAJBOLJE OCENJENIH TARČNIH PROTEINOV V PROGRAMU 
ZA VIZUALIZACIJO MOLEKUL Z NAMENOM OCENE INTERAKCIJ 
 
Za vizualizacijo molekul smo uporabili program PyMOL (Seeliger in de Groot, 2010). 
Prikazali smo interakcije med izbrano spojino in dvema tarčnima proteinoma z najmanj 
proste vezne energije v interakciji z izbrano spojino, ki imata vlogo v razvoju raka in do 
sedaj še nista bila identificirana kot tarče izbrane spojine. 
 




Slika 1: Shema metod poteka dela.  
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 PREGLED LITERATURE Z NAMENOM ISKANJA BIOAKTIVNIH KOMPONENT 
V HRANI S PROTIRAKAVIM DELOVANJEM TER IZBOR SPOJINE 
Na sliki 2 so predstavljene komponente v hrani, ki delujejo v okviru DNA popravljalnih 
mehanizmov kot tudi proti različnim stopnjam razvoja raka. 
 
 
Slika 2: Prikaz komponent hrane v popravljalnih mehanizmih DNA in komponent hrane s protirakavim 
delovanjem. 
 
Po pregledu več kot 203 originalnih in preglednih znanstvenih člankov smo zasledili, da je 
EGCG dobro raziskana spojina, ki dokazano deluje proti raku. EGCG je bioaktivna 
komponenta, ki sodeluje v številnih DNA popravljalnih mehanizmih ter na različnih 
stopnjah preprečuje razvoj raka. 
4.1.1 Splošno o EGCG 
 
Zeleni čaj Camellia sinensis je, za vodo, druga najbolj priljubljena pijača na svetu (Yang in 
sod., 2002). Rdeči, črni in zeleni so tri glavne komercialne vrste čaja, ki se razlikujejo v 
načinu priprave in kemijski sestavi. Zeleni čaj pridobivajo z uparjevanjem svežih listov, z 
namenom toplotne inaktivacije oksidativnih encimov, ki jih nato posušijo. Črni čaj 
pridobivajo z drobljenjem svežih čajnih listov, kar omogoča encimsko posredovano 
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oksidacijo in metabolne spremembe, posredovane z avtohtonimi mikroorganizmi. Zeleni 
čaj vsebuje veliko polifenolnih spojin oziroma katehinov. Skodelica zelenega čaja v suhi 
masi povprečno vsebuje 30-40 % katehinov, katerih predstavniki so epikatehin (EC), 
epigalokatehin (EGC), epikatehin-3-galat (ECG) in EGCG. Med fermentacijo se velik 
odstotek katehinov pretvori v oligomerne teaflavine in polimerne tearubigine, zato črni čaj 
vsebuje le 3-10 % katehinov (Balentine in sod., 1997). Epidemiološke študije so pokazale, 
da je uživanje zelenega čaja povezano z zmanjšanim tveganjem za razvoj kroničnih 
bolezni, kot so kardiovaskularne bolezni, diabetes in rak (Kurahashi in sod., 2008). 
Zdravilne učinke v zelenem čaju pripisujemo katehinom, predvsem EGCG (Chen in sod.,  
2008). Odvisno od časa in temperature priprave, posamezna skodelica zelenega čaja 
povprečno vsebuje 100-200 mg EGCG (The metabolomics innovation centre, 2006). Na 
sliki 3 je prikazan EGCG, ki je flavan-3-ol Zaradi osmih prostih hidroksilnih skupin je 
molekula bioaktivna in ima raznolike biološke funkcije. Poleg nekterih taninov ima EGCG 
med podobnimi fenolnimi spojinami največjo sposobnost lovljenja prostih radikalov (Cai 
in sod., 2006). EGCG zavira oksidativni stres in vnetje ter uravnava izražanje genov in 
molekularne signalne poti (Khan in sod., 2006). Med 10 reprezentativnimi polifenoli v 
zelenem čaju EGCG najbolj učinkovito deluje proti raku. Tako kot ostale fenolne spojine 
ima tudi EGCG v telesu majhno biorazpoložljivost, zaradi njegove polarnosti in 
metabolizma v črevesju (Du in sod., 2012). 
 
Slika 3: Molekula EGCG (The metabolomics innovation centre, 2006). 
4.1.1.1 Absorpcija in metabolizem 
 
Polifenoli predstavljajo širok nabor spojin, kot je hidroksibenzojska kislina, antocianidini, 
flavoni, flavanoli, flavanoni, izoflavoni ter flavan-3-oli kamor uvrščamo EGCG (Manach 
in sod., 2005). Njihov glavni vir so kakav, čaj, jabolka, hruške, grozdje in rdeče vino (Arts 
in sod., 2000). Po peroralni administraciji se EGCG najprej absorbira v črevesju. Katehini 
so podvrženi hitri biotransformaciji in imajo nizko biorazpoložljivost (Yang in sod., 2002). 
Van Amelsvoort in sod. (2001) so pokazali, da galoilacija katehinov zmanjša njihovo 
absorpcijo. Zaradi hidroksilnih skupin je absorpcija EGCG iz črevesja počasnejša. Po 
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pravilu Lipinskega imajo molekule z molekulsko maso več kot 500 kDa in z več kot 5 
donorjev vodikove vezi slabo biorazpoložljivost zaradi velikega hidratacijskega ovoja, ki 
je posledica donorjev vodikovih vezi (Lipinski in sod., 2001). 
 
Biorazpoložljivost polifenolov je nizka zaradi oksidacije in metabolizma (Kale in sod., 
2010) in je pri EGCG linearno odvisna od koncentracije (Ullmann in sod., 2003). Na sliki 
4 so prikazane biotransformacijske poti EGCG in ostalih čajnih katehinov. Pomembno 
vlogo v metabolizmu EGCG v črevesju predstavlja tamkajšnja mikrobiota, ki lahko 
dekonjugira in skoraj popolnoma metabolizira EGCG in vitro in in vivo. Van’t Slot in 
Humpf (2009) so v raziskavi ugotovili, da v prašičjem modelu mikrobiota skoraj 
popolnoma razgradi EGCG v 4-8 urah. Črevesne bakterije podgan EGCG najprej 
hidrolizirajo do galinske kisline in EGC. Nato EGC vstopi v serijo pretvorb do glavnega 
metabolita črevesne mikrobiote, 5-(3,5-dihidroksifenil)-4-hidroksivalerinske kisline 
(Takagaki in Nanjo, 2010). Naslednji metabolit, 5-(3’,5’-dihidroksifenil)-γ-valerolakton se 
nato absorbira iz črevesja in njegova glukuronidna oblika je glavni urinarni metabolit 
EGCG pri podganah (Kohri in sod., 2001a). V človeški črevesni mikrobioti se EGCG 
pretvori v EGC, nato poteka anaerobna fermentacija EGC, EC in ECG. Med fermentacijo 
poteka cepitev obročev in nastanek 5-(3’,4’,5’-trihidroksifenil)-γ-valerolaktona, 5-(3’,4’-
dihidroksifenil)-γ-valerolaktona  in 5-(3’,5’-dihidroksifenil)-γ-valerolaktona iz katerih 
kasneje nastanejo fenolne kisline z nižjo molekulsko maso (Meselhy in sod., 1997). 
Omenjene mikrobne metabolite katehinov oziroma produkte cepitve obročev so našli v 
človeškem urinu in plazmi približno 3 ure po zaužitju 20 mg/kg brezkofeinskega zelenega 
čaja (Li in sod., 2000). Po zaužitju 200 mg EGCG so v urinu našli 8 μmol/L 5-(3’,4’,5’-
trihidroksifenil)-γ-valerolaktona, 4 μmol/L 5-(3’,4’-dihidroksifenil)-γ-valerolaktona in 8 
μmol/L 5-(3’,5’-dihidroksifenil)-γ-valerolaktona. Te metaboliti ohranjajo polifenolne 
značilnosti svojih prekurzorjev in imajo dodatno valerolaktonsko strukturo, ki jim 
omogoča biološke aktivnosti, podobne prekurzorskim katehinom (Lambert in Yang, 2003). 
Ker se metaboliti v plazmi pojavijo kasneje kot katehini in imajo dolgo razpolovno dobo, 
lahko podaljšajo aktivnost katehinov, saj izražanjo antioksidativne lastnosti zaradi 
prisotnih di/tri-hidroksifenilnih skupin (Lee in sod., 2002). 
 
Katehini so podvrženi obsežni biotransformaciji, ki poleg cepitve obročev zajema 
metilacijo, glukuronidacijo in sulfatacijo. In vivo se EGCG metilira najprej do 4’-O- metil-
(-)-EGCG in nadalje do 4’,4’’-O-dimetil-(-)-EGCG (Meng in sod., 2002). Pri nizkih 
koncentracijah EGCG je dimetilirana oblika prevladujoča (Lu in sod., 2003a). 4',4’’-di-O-
metil-EGCG predstavlja 15 % celotnega EGCG v človeški plazmi (Meng in sod., 2002). 
Metabolne reakcije II faze med seboj tekmujejo. Relativna koncentracija posameznega 
encima in njegove aktivnosti povezane s polifenoli določajo smer metabolnih poti in vivo. 
Pri nižji koncentraciji EGCG je favorizirana metilacija. Pri visokih koncentracijah EGCG 
je glukuronidacija prevladujoča in vodi v nastanek EGCG-4’’-O-glukuronida (Lu in sod.,  
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2003b), ki se nadaljne metilira. EGCG se sulfatira v jetrih s pomočjo sulfotransferaze 
SULT1A1 (angl.: sulfotransferase family 1A member 1) ter črevesju s SULT1A1 in 
SULT1A3 (angl.: sulfotransferase family 1A member 3) (Lu, 2002).  
 
Slika 4: Biotransformacijske poti EGCG in ostalih čajnih katehinov (Lambert in Yang, 2003).  
4.1.1.2 Farmakokinetika 
 
Študije na radioaktivnem vodikovem izotopu [3H]-EGCG pri miših in podganah so 
pokazale, da se spojina po enkratnem intragastričnem odmerku nahaja po vsem telesu. Po 
24 urah se 10 % začetnega odmerka radioaktivno označenega EGCG nahaja v krvi 
(Suganuma in sod., 1998; Kohri in sod., 2001a,).  Največje količine EGCG v študiji pri 
podganah so našli v požiralniku, tankem in debelem črevesju, ki so neposredno v stiku s 
čajnimi katehini, manjšo količino pa so našli v mehurju, ledvicah, plučih in prostati (Kim 
in sod., 2000). Glavna pot izločanja je preko iztrebkov. Pri podganah se 77 % 
intravenoznega odmerka radioaktivno označenega EGCG izloča v žolč in 2 % v urin 
(Kohri in sod., 2001a, Suganuma in sod., 1998). Po 14-dnevnem uživanju zelenega čaja, je 
koncentracija EGC in EC v plazmi višja, kot EGCG (Kim in sod., 2000). Po peroralni 
administraciji 100 mg EGCG v podgane se v žolč izloči 3,28 % EGCG, od tega je 2,65 % 
nespremenjenega EGCG, 0,25 % v obliki 4’’-O-metil-EGCG, 0,11 % 3’’-O-metil-EGCG, 
0,11 % 4’-O-metil-EGCG, 0,10 % 3’-O-metil-EGCG in 0,06 % 4’,4’’-di-O-metil-EGCG 
(Okushio in sod., 1999). 4’’-O-metil-EGCG in 4’,4’’-di-O-metil-EGCG sta prisotna v 
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sulfatirani obliki, ostali metaboliti in EGCG pa v glukuronidirani obliki (Yang in sod., 
2002). 
Študije sistemske biorazpoložljivosti katehinov pri ljudeh so pokazale, da je po enkratnem 
zaužitju 97 mg EGCG njegova maksimalna koncentracija v krvni plazmi 156 ng/mL, kar 
predstavlja 0,32 % zaužitega EGCG (Nakagawa in Miyazawa, 1997). EGCG je edini 
polifenol, ki je v plazmi prisoten v prosti obliki v tako veliki meri, saj ga je v prosti obliki 
77 % (Yang in sod., 1998). Drugi katehini so konjugirani z glukuronsko kislino in 
sulfatnimi skupinami (Natsume in sod., 2003). Razpolovna doba EGCG je 3,4h (Yang in 
sod., 1998) in kaže na nezmožnost nadaljne akumulacije v plazmi po njihovem večkratnem 
zaužitju (Manach in sod., 2005). Maksimalna plazemska koncentracija metilirane oblike 
4’,4’’-di-O-metill-EGCG predstavlja 20 % celotnega EGCG. Katehini se hitro izločijo iz 
telesa. Galoiliranih katehinov niso našli v človeškem urinu (Lee in sod., 2002), saj se 
preferenčno izločajo v žolč (van Amelsvoort in sod., 2001). Čeprav je biorazpoložljivost 
polifenolov nizka, so jih v oralni votlini našli v visokih koncentracijah. Zadrževanje 
zelenega čaja (1.2 g posušenega zelenega čaja v 200 mL vode) v ustni votlini se odraža z 
153 μmol/L EGCG v slini (Yang in sod. 1999).  
Med prebiranjem literature smo naleteli na nedoslednost epidemioloških podatkov, ki je 
posledica težav pri kvantificiranju uživanja zelenega čaja oziroma količine njegovih spojin, 
različnega matriksa v hrani, ki obdaja bioaktivno komponento, raznolikega načina življenja 
in prehranjevanja. Pomembne pa so tudi individialne razlike za dovzetnost za raka in 
biotransformacijo čajnih spojin, saj imajo posamezniki različno količino prebavnih 
encimov in transporterjev, ki omogočajo raznoliko absorpcijo polifenolov (Lambert in 
Yang, 2003). Raziskave pojasnjujejo, da se glede na administracijo EGCG njegove 
metabolne poti razlikujejo, in da ima pri peroralni administraciji črevesna mikrobiota 
ključno vlogo pri nastanku metabolitov, ki se nato absorbirajo. Pomemben pomislek je, da 
morda protirakav učinek in vivo ne izkazuje zgolj EGCG sam, ampak tudi njegovi 
metaboliti, saj EGCG pred absorpcijo v kri do določene mere razgradi črevesna 
mikrobiota. 
4.1.2 Protirakavi učinki EGCG in njegove molekularne tarče 
 
EGCG izkazuje protirakave učinke na različne vrste rakavih celic in vitro, kot so celice 
nadledvične žleze, mehurja, prsi, materničnega vratu, kolorektalne, ezofagealne, želodčne, 
jetrne, pljučne, oralne, jajčne ter celice trebušne slinavke, prostate in kožnega raka. Za 
različne rakave celice je koncentracija EGCG, ki nanje deluje protirakavo, različna in 
znaša 5-200 μM oziroma 2-92 μg/mL. Zaradi nizke biorazpoložljivosti EGCG je njegova 
predvidena intracelularna koncentracija zelo nizka, zato domnevajo, da protirakave učinke 
izkazujejo predvsem njegovi metaboliti in ne intaktni EGCG. Poleg tega ima EGCG 
raznolike učinke na rakave celice. Lahko zavira celično rast oziroma proliferacijo, 
adhezijo, migracijo, invazijo in metastaziranje, zavira angiogenezo, spodbuja apoptozo in 
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izboljša proti-tumorno imunost. Protirakave mehanizme EGCG izkazuje z regulacijo 
različnih molekularnih signalnih poti. Različne količine EGCG uporabljene v študijah in 
vitro imajo različne protirakave učinke. Študije na živalih na splošno kažejo, da lahko 
EGCG zmanjša rast, obseg in velikost tumorja in njegovo invazijo, zavira angiogenezo ter 
spodbuja apoptozo v tumorskih celicah. Protirakavi učinki EGCG in vivo nakazujejo na 
možnost uporabe te spojine za zdravljenje raka pri ljudeh (Ren-You Gan in sod., 2018). 
Težava večine in vitro študij je relativno visoka uporabljena koncentracija čajnih spojin, ki 
so precej večje od in vivo koncentracij teh spojin v plazmi oziroma tkivu živali po zaužitju 
zelenega čaja (Lambert in Yang, 2003). 
Na podlagi pregleda literature smo izpostavili skupine proteinov kot  molekularne tarče 
EGCG. 
4.1.2.1 Proteini povezani s celičnim ciklom 
 
Celični cikel in proliferacijo v glavnem uravnavajo regulatorni proteini, kot so ciklini, 
CDK (angl.: cyclin-dependent kinase), CDK-interakcijski proteini, inhibitorji kinaze in 
inhibitorji CDK (Feitelson in sod., 2015). V regulacijo napredovanja celičnega cikla so 
vključeni tudi p53, p73 in survivin (Suzuki in sod., 2000; Di Agostino in sod., 2006;; 
Onoda in sod., 2011). EGCG zavira celični cikel v rakavih celicah preko uravnavanja 
regulatornih proteinov. V glavnem povzroči zastoj G1 faze. Shankar in sod. (2007) 
poročajo, da v človeških rakavih celicah trebušne slinavke EGCG spodbuja izražanje p21 
in p27 in zavira izražanje ciklina D1, CDK4 in CDK6 ter tako zaustavi celični cikel v G1 
fazi. Kombinacija EGCG in kurkumina zavre celični cikel v G1 in S/G2  fazi z zaviranjem 
B1 in D1 ciklinov (Zhou in sod., 2013). EGCG spodbudi zaustavitev celičnega cikla tudi v 
G2/M fazi (Saldanha in sod., 2014).  
4.1.2.2 Proteini povezani z signalizacijo apoptoze 
 
Celično apoptozo lahko sproži intrinzična mitohondrijska pot ali pa ekstrinzična pot preko 
receptorjev smrti. Mitohondrijsko pot apoptoze sproži oksidativni stres in poškodbe DNA, 
kar privede do sproščanja citokroma C iz mitohondrijske membrane in nastane 
apoptosomski kompleks. Slednjega sestavljajo citokrom C, APAF1 (angl.: apoptotic 
protease activating factor 1) in prokaspaza-9, ki aktivirajo kaspazo-3, kaspazo-7 in 
kaspazo-9 (Chalah in Khosravi-Far, 2008). Pot preko receptorjev smrti sprožijo ligandi 
smrti, kot je Fas ligand, TNF-α in TRAIL (angl.:tumor necrosis factor-related apoptosis 
inducing ligand). Ligandi se vežejo na svoje receptorje na celični površini, kot je TNFR 
(angl.: tumor necrosis factor receptor ) 1 in 2, DR (angl.: death receptor, DR) 4 in 5 in Fas 
receptor, kar vodi do aktivacije kaspaze-3, kaspaze-7 in kaspaze-8 (Cho in Choi, 2002). 
Poleg omenjenih proteinov so za regulacijo apoptoze pomembni še proapoptotični proteini, 
kot so BAD (angl.: Bcl-2-associated death promoter), BAK (angl.: Bcl-2 homologous 
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antagonist/killer), BAX (angl.: Bcl-2-associated X protein), BCL-XS (angl.: B-cell 
lymphoma-extra small), BID (angl.: BH3 interacting-domain death agonist), NOXA (angl.: 
NADPH oxidase activator ), PUMA (angl.: p53 upregulated modulator of apoptosis) in 
SMAC (angl.: second mitochondria-derived activator of caspases) in protiapoptotični 
proteini, kot je BCL-2 (angl.: B-cell lymphoma 2), BCL-XL (angl.: B-cell lymphoma-extra 
large), c-FLIP (angl.: FLICE-like inhibitory protein), MCL-1 (angl.: induced myeloid 
leukemia cell differentiation protein) in XIAP (angl.:  X-linked inhibitor of apoptosis 
protein) (Li-Weber, 2013; Bai in Wang, 2014). EGCG inducira apoptozo v številnih 
rakavih celicah. Lahko sproži intrinzično pot apoptoze. V PC3 rakavih celicah prostate in 
MCF-7 celicah raka dojke EGCG spodbudi apoptozo preko aktivacije kaspaze-9 (Tang in 
sod., 2007; Hagen in sod., 2013). V človeških rakavih celicah trebušne slinavke EGCG 
spodbudi apoptozo preko indukcije citokroma C, kaspaze-3 in kaspaze-9 (Shankar in sod., 
2007). EGCG spodbudi tudi signalizacijo preko receptorjev smrti. V MIA PaCa-2 
človeških rakavih celicah trebušne slinavke EGCG inducira Fas in DR5 ter aktivira 
kaspazo-8 (Basu in Haldar, 2009). EGCG zavira izražanje protiapoptotičnih proteinov, kot 
so BCL-2, BCL-XL (Shankar in sod., 2007;Wu in sod., 2009), survinin (Tang in sod., 
2007) in XIAP (Wu in sod., 2009). Hkrati pa spodbuja izražanje proapoptotičnih proteinov, 
kot je APAF-1, BAD (Wu in sod., 2009), BAK, BAX, BCL-XS in PUMA (Shankar in 
sod., 2007). Z indukcijo različnih apoptotičnih poti ter z indukcijo izražanja 
proapoptotičnih proteinov ter z zaviranjem izražanja protiapoptotičnih proteinov, EGCG 
pripomore k apoptozi rakavih celic. 
4.1.2.3 Epigenetski regulatorji 
 
V patogenezo raka so vključene epigenetske modifikacije kot je metilacija DNA in 
histonska acetilacija. Epigenetski regulatorji, kot je DNA metil transferaza (DNMT) in 
histonska deacetilaza (DHAC)  igrajo ključno vlogo v razvoju raka in so zato potencialne 
terapevtske tarče (Montenegro in sod., 2015). EGCG zavira razvoj raka preko epigenetskih 
modifikacij. EGCG zavira delovanje DNMT in HDAC. EGCG se direktno veže na 
katalitično enoto človeške DNMT1 preko ostanka galinske kisline in tako zavira metilacijo 
DNA (Lee in sod., 2005). EGCG se veže in zmanjša encimsko aktivnost DNMT3B in 
HDAC1 v človeških Hela rakavih celicah materničnega vratu. V Hela človeških celicah 
raka materničnega vratu EGCG zavira izražanje DNMT3B, zaradi česar je zmanjšana 
metilacija promotorske regije nekaterih tumor supresorskih genov (Khan in sod., 2015). 
4.1.2.4 Transkripcijski dejavniki 
 
Transkripcijski dejavniki imajo ključno vlogo v vzdrževanju normalne fiziološke funkcije 
celic. Nenormalno izraženi in deregulirani transkripcijski dejavniki vodijo v razvoj in 
napredovanje raka. Strategije, ki ciljajo transkripcijske dejavnike so lahko učinkovite v 
protirakavi terapiji. Številni transkripcijski dejavniki so tarče EGCG. V večini študij 
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pojasnjujeo, da EGCG zavira izražanje ali pa aktivnost transkripcijskih dejavnikov, kot je 
ID1 (angl.: DNA-binding protein inhibitor) (Ma in sod., 2013), nuklearni β-katenin 
(Thangapazham in sod., 2007), HIF-1α (angl.: hipoxia-inducible factor 1 alpha) (He in 
sod., 2013), nuklearni STAT1 (Cheng in sod., 2010), nuklearni STAT3 (Zhu in sod., 2007) 
SLUG (Takahashi in sod., 2014), SNAIL1 (Chen in sod., 2011), NF-κB in AP1 (angl.: 
activator protein 1) (Sen in sod., 2010). Hkrati pa EGCG spodbuja izražanje oziroma 
delovanje nekaterih transkripcijskih dejavnikov, kot je FOXO3a (angl.: forkhead box) 
(Belguise in sod., 2007), HBP1 (HMG-box transcription factor 1) (Kim in sod., 2006) in 
Nrf2 (angl.: nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2) (Yuan in sod., 2007). 
4.1.2.5 Znotrajcelični encimi 
 
Znotrajcelični encimi so molekule, ki imajo katalitično aktivnost v celicah. V proliferacijo, 
metastaziranje in angiogenezo rakavih celic so vključeni deregulirani znotrajcelični encimi, 
kot so proteinske kinaze in proteinaze. EGCG cilja različne znotrajcelične encime, 
uravnava njihovo izražanje in delovanje (Ren-You Gan in sod., 2018).  EGCG zavira 
delovanje nekaterih kinaz, kot je GSK-3β (angl.: glycogen synthase kinase 3 beta), PI3K 
(angl.: phosphoinositide 3-kinase) (Singh in Katiyar, 2013), AKT (angl.:protein kinase B) 
(Tang in sod., 2007), ERK (angl.: extracellular signal-regulated kinase) (Shi in sod., 2015) 
PKC-𝛿 (angl.: protein kinase C), JAK-1/2 (angl.: Janus kinase 1/2) (Cheng in sod., 2010), 
FAK (angl.: focal adhesion kinase), Src (angl.: proto-oncogene tyrosine-protein kinase) 
(Hwang in sod., 2013), AXL (angl.: tyrosine-protein kinase receptor UFO) in Tyro 3 
(angl.: tyrosine-protein kinase receptor) (Kim in Lee, 2014). Po drugi strani aktivira 
določene kinaze, kot je CK1α (angl.: casein kinase 1 aslpha) (Singh in Katiyar, 2013), p38 
MAPK (Maruyama in sod., 2014) in JNK (angl.: c-jun N-terminal kinase) (Koh in sod., 
2011). EGCG na splošno zavira proteinske kinaze, ki so povezane s celično rastjo in 
aktivira proteinske kinaze, ki so vključene v apoptozo. EGCG uravnava izražanje nekaterih 
proteinaz, še posebej MMP, ki so ključne za invazijo in metastaziranje rakavih celic, saj 
razgrajujejo membrane in stromalni ekstracelularni matriks (Westermarck in Kahari, 
1999). EGCG zavira izražanje različnih MMP, kot so MMP2, MMP9 (Singh in Katiyar, 
2013) in MMP14 (Hwang in sod., 2013). EGCG zavira izražanje tudi drugih proteaz, kot je 
uPA (Chen in sod., 2011). Zaviranje proteinaz v glavnem pripomore k inhibiciji migracije, 
invazije in metastaziranja rakavih celic. EGCG uravnava tudi druge encime. IDO (angl.: 
indolamine 2,3-dioxygenase) je imunski regulatorni encim, ki je odgovoren za pobeg 
tumorja izpod  nadzora imunskega sistema (Munn in Mellor, 2007). EGCG zavira 
izražanje IDO v humanih oralnih in kolorektalnih rakavih celicah ter hkrati izboljša 
protitumorno imunost (Ogawa in sod., 2012). Človeška telomerazna reverzna transkriptaza 
(hTERT) je katalitična komponenta telomeraze in je prekomerno izražena v več kot 90 % 
raka ter igra ključno vlogo v preživetju rakavih celic (Wu in sod., 2013). EGCG zavira 
izražanje hTERT preko epigenetske regulacije, kar vodi v apoptozo rakavih celic (Min in 
sod., 2012). S ciljanjem različnih encimov, še posebej proteinskih kinaz, lahko EGCG 
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uravnava raznolike signalne poti, ki so vključene v preživetje, apoptozo in migracijo 
rakavih celic. 
4.1.2.6 Vnetni dejavniki 
 
Vnetje je značilno za raka. Številni vnetni dejavniki, kot so vnetni citokini, rastni 
dejavniki, kemokini in vnetni mediatorji so vključeni v napredovanje raka. Zaviranje 
vnetnih dejavnikov zato lahko predstavlja protirakavo strategijo (Dinarello, 2006). Številne 
študije so pokazale, da EGCG zavira izražanje številnih vnetnih dejavnikov v rakavih 
celicah. Zavira izražanje vnetnih citokinov, kot je interlevkin-8 (He in sod., 2013). Zavira 
izražanje vnetnih rastnih dejavnikov, kot je IGF-1 (angl.: insulin-like growth factor 1) 
(Harper in sod., 2007) in VEGF (Shi in sod., 2015). EGCG zavira izražanje kemokinov, 
kot je CSF-1 (angl.: colony-stimulating factor 1) (Jang in sod., 2013). Zavira izražanje 
vnetnih mediatorjev, kot je COX-2 (angl.: cyclooxigenase 2) in iNOS (angl.: nitric oxide 
synthase) (Harper in sod., 2007). Ciljanje vnetnih dejavnikov lahko predstavlja učinkovito 
strategijo za preprečevanje raka. 
4.1.2.7 Membranski receptorji 
 
Prekomerno izražanje nekaterih membranskih receptorjev, kot so receptorji rastnih 
dejavnikov in hormonov je povezano z rastjo in metastaziranjem rakavih celic (Huang in 
sod., 2015). EGCG zavira izražanje hormonskih receptorjev, kot je androgeni receptor 
(AR) (Harper in sod., 2007) in EP2 (angl.: prostaglandin E2 receptor 2) (Singh in Katiyar, 
2013) v rakavih celicah. EGCG inhibira receptorje rastnih dejavnikov v rakavih celicah, 
kot je EGFR (angl.: epidermal growth factor receptor) (Sen in Chatterjee, 2011), HGFR 
(angl.: hepatocyte growth factor receptor) (Koh in sod., 2011) in IGF-1R (angl.: insulin-
like growth factor 1 receptor) (Harper in sod., 2007). Inhibicija membranskih receptorjev 
zavre proliferacijo in metastaziranje rakavih celic.  
4.1.2.8 Druge molekularne tarče 
 
Študije so pokazale, da EGCG inhibira cAMP (Singh in Katiyar, 2013) in zavira izražanje 
amiloidnega prekurzorskega proteina (APP) (Hu in sod., 2015). EGCG uravnava 
molekularne šaperone, kot je HSP70 in HSP90 in GRP78 (Wu in sod., 2009) in uravnava 
izražanje proteinov, povezanih s polarnostjo celic. Spodbuja izražanje β-katenina (Shi in 
sod., 2015) in γ-katenina ter E-katherina (Belguise in sod., 2007). EGCG Zavira izražanje 
trombocitne endotelijske celične adhezijske molekule 1 (PECAM-1) (He in sod., 2013), 
vimentina (Shi in sod., 2015), integrinov (Sen in sod., 2009), VASP) in Rac1 (Zhang in 
sod., 2009). Poleg tega spodbuja izražanje miR-16 (Jang in sod., 2013), miR-210 (Wang in 
sod., 2011), miR34a, miR145, and miR200c (Toden in sod., 2016).  
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EGCG cilja številne molekule, ki so vključene v celično signalizacijo od membrane do 
jedra. Razumevanje molekularnih tarč EGCG nam lahko pomaga pri razumevanju 
mehanizmov tudi drugih naravnih molekul pri zaviranju raka. 
4.1.3 Antioksidativne/prooksidativne lastnosti  EGCG 
 
EGCG in ostali polifenoli v čaju imajo močne antioksidativne lastnosti. Študije kažejo, da 
ima EGCG pri nizkih koncentracijah antioksidativne lastnosti, med tem ko ima pri visokih 
koncentracijah  prooksidativne lastnosti. Katiyar in sod. (2001) so v raziskavi pokazali, da 
40μmol/L EGCG do 80 % zavira produkcijo vodikovega peroksida v človeških 
keratinocitih, ki so jih obsevali z UVB žarki. Antioksidativne lastnosti EGCG so se 
izražale z inhibicijo od UVB-posredovane fosforilacije ERK1/2, JNK in p38. EGCG 
avtooksidira in producira vodikov peroksid v mediju celične kulture z ali brez celic. EGCG 
spodbuja citotoksičnost v okviru protitumorske aktivnosti direktno s produciranjem 
vodikovega peroksida ter z reduciranjem Fe(III) do Fe(II) kar sproži Fentonovo reakcijo in 
ustvari bolj reaktivne kisikove zvrsti (ROS), kot so hidroksilni radikali (Nakagawa in sod., 
2002, 2004). Kombinacija nastanka hidroksilnega radikala  in vodikovega peroksida 
pripomore k citotoksičemu učinku EGCG pri visokih μM koncentracijah (> 50 μM). 
Študije so pokazale, da je celična smrt po zaužitju zelenega čaja povezana s 
prooksidativnim učinkom, saj v H661 pljučnih rakavih celicah EGCG sproži apoptozo 
(Yang in sod., 1998). Hong in sod. (2002) so pokazali, da izpostavitev HT29 celic 50 
μmol/L EGCG povzroči produkcijo do 23 μmol/L vodikovega peroksida. Slednji dve 
študiji nakazujeta na vlogo vodikovega peroksida v aktivnosti EGCG in vitro. Ni še znano, 
ali je ta mehanizem pomemben tudi in vivo. 
4.1.4 Sinergistični učinki EGCG  z drugimi naravnimi molekulami 
 
Kombinacija različnih naravnih molekul je učinkovita za zmanjšanje odmerka in 
odpornosti zdravil in hkrati izboljša njihov terapevtski učinek (Wagner, 2011; Saldanha in 
Tollefsbol, 2012). Študije so pokazale, da EGCG sinergistično zavira rakave celice in vitro 
in in vivo v kombinaciji z nekaterimi naravnimi molekulami, kot je askorbinska kislina, 
kurkumin, 6-gingerol, N-acetilcistein, panaksadiol, pterostilben, kvercetin, sulforafan, 
proantocianidi idr. (Ren-You Gan in sod., 2018). Nekatere molekule, kot je kofein, 
genistein, piperin in kvercetin, lahko izboljšajo biorazpoložljivost EGCG pri človeku, 
verjetno z inhibicijo glukuronidacije (Lambert in sod., 2004, 2008; Nakagawa in sod., 
2009; Kale in sod., 2010). Po drugi strani je sinergistični učinek povezan z obširnejšo 
regulacijo molekularnih tarč in signalizacijo v rakavih celicah, kot so regulatorni proteini 
celičnega cikla in apoptotično signaliziranje. Odraz tega je povečana toksičnost in 
občutljivost rakavih celic na kombinirano terapijo (Ren-You Gan in sod., 2018). 
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4.1.5 Povečanje občutljivosti rakavih celic na obsevanje in kemoterapijo 
 
Nekatere rakave celice so odporne na obsevanje ali na kemoterapijo. Združevanje 
obsevanja oziroma kemoterapije z nekaterimi fitokemikalijami predstavlja učinkovito 
strategijo za zmanjševanje odpornosti rakavih celic na terapijo. EGCG poveča občutljivost 
rakavih celic na obsevanje, saj znatno poveča apoptozo in zmanjša proliferacijo človeških 
rakavih celic, v primerjavi z obsevanjem samim (Baatout in sod., 2004). EGCG izboljša 
kemoterapevtski učinek različnih zdravil, kot je bleomycin, capecitabine, cisplatin, 
docetaxel, doxorubicin, leptomycin in paclitaxel. Kombinacija EGCG z obsevanjem in 
kemoterapijo je lahko učinkovita strategija za zdravljenje raka (Ren-You Gan in sod., 
2018). 
4.1.6 Inhibitorni učinek EGCG na rakave matične celice 
 
Rakave matične celice imajo ključno vlogo pri odpornosti rakavih celic na protirakavo 
terapijo in na ponovitev raka zaradi njihove sposobnosti samoobnavljanja, 
multidiferenciacije, tumorigeneze in odpornosti na več vrst zdravil (Ajani in sod., 2015). V 
preživetje rakavih matičnih celic so vključene številne signalne poti, kot je signalna pot 
Wnt/β-katenin, PI3K/AKT, STAT3, Hedgehog in Notch signaliziranje (Marotta in sod., 
2011; Takebe in sod., 2011; Xia in Xu, 2015). Farmakološka motnja takšnih signalnih poti 
je trenutno ena izmed glavnih strategij za zaviranje delovanja rakavih matičnih celic. 
Študije so pokazale, da EGCG zavira rakave matične celice in vitro in in vivo pri različnih 
vrstah raka, kot je rak dojke, glave, vratu, jeter, prostate, živcev ter kolorektalni in 
nazofaringealni rak. EGCG ima na rakave matične celice različne učinke, saj zavira 
sposobnost preživetja celic, kroglasto formiranje in migracijo, spodbuja apoptozo in 
poveča občutljivost celic na kemoterapijo, ki je povezana s številnimi signalnimi potmi. 
EGCG zavira signalizacijske poti preživetja, kot je β-katenin, AKT, ERK1/2, STAT3 in 
Notch signalizacija, spodbuja od kaspaz odvisno apoptotično signaliziranje in blokira 
ionske črpalke kot je P-glikoprotein. EGCG bi lahko uporabljali za preprečevanje 
odpornosti rakavih celic na protirakavo terapijo in za preprečevanje ponovitve raka (Ren-
You Gan in sod., 2018). 
4.1.7 Modifikacije EGCG in vgradnja v nanodelce 
 
Številne fitokemikalije so modificirali, da bi izboljšali njihovo biorazpoložljivost in 
bioaktivnost. Kemijska sinteza analogov EGCG in njihova enkapsulacija v nanodelce je 
lahko učinkovita strategija v protirakavi terapiji. Več analogov EGCG je dokazano izražalo 
protirakav učinek. Osanai in sod. (2007) poročajo, da acetiliran amino-GTP analog EGCG 
deluje kot inhibitor proteasoma in spodbuja apoptozo v rakavih celicah v podobni meri kot 
EGCG sam. V drugi študiji so pokazali, da peracetiliran EGCG bolj učinkovito prepreči 
karcinogenezo v kožnih celicah kot EGCG sam. Inhibira od PKD1 (angl.: polycystin 1) 
odvisno signalno pot v CD34+ celicah in rakavih matičnih celicah in vivo in in vitro 
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(Chiou in sod., 2013). 
EGCG vgrajen v nanodelce ima pri manjših koncentracijah večji protirakav učinek kot sam 
EGCG. Nekatere spojine učinkovito dostavljajo EGCG. Siddiqui in sod. (2009) so 
poročali, da  EGCG enkapsuliran v nanodelce PEG-polilaktične kisline spodbudi apoptozo 
in zavira angiogenezo in vitro in in vivo. Učinkovitost enkapsuliranega EGCG je več kot 
desetkrat večja od samega EGCG. Hsieh in sod. (2011) so poročali, da EGCG adsorbiran 
na nanodelce zlata zavira tumor na mehurju mišjega modela s spodbujanjem od kaspaz 
odvisne apoptoze in zavira izržanje VEGF bolj kot EGCG sam. De Pace in sod. (2013) so 
poročali, da EGCG enkapsuliran v nanoliposome, pokrite s hitozanom izraža 
antiproliferativne in proapoptotične učinke v MCF7 rakavih celicah dojke, kjer pri enaki 
koncentraciji EGCG samega ni izraženih proapoptotičnih učinkov. Učinkoviti prenašalci 
EGCG so tudi nekatere druge spojine, kot je gumi arabikum in maltodekstrin (Rocha in 
sod., 2011). Vgradnja EGCG v nanodelce izboljša kemopreventivne učinke pri manjši 
koncentraciji z malo oziroma brez stranskih učinkov. V prihodnosti bo za večjo 
biorazpoložljivost potrebno razviti nove dostavne sisteme za EGCG in vivo. 
4.1.8 Potencialni prokarcinogeni učinek EGCG  
 
Čeprav večina študij opisuje protirakav učinek EGCG in vitro in in vivo, so določene 
raziskave pokazale, da lahko EGCG spodbuja razvoj raka. MMP7 je povezana s 
tumorigenezo in metastaziranjem (Hasegawa in sod., 1998; Rudolph-Owen in sod., 1998). 
EGCG spodbuja produkcijo MMP7 preko spontanega generiranja superoksida in aktivacije 
JNK1/2, c-JUN, c-FOS in AP-1 v HT-29 človeških kolorektalnih rakavih celicah (Kim in 
sod., 2005, 2007). HIF-1α je transkripcijski dejavnik, ki je vključen v regulacijo genov, ki 
so povezani s proliferacijo, angiogenezo, metastaziranjem in preživetjem tumorja v 
hipoksičnih pogojih (Semenza, 2012). Raziskava je pokazala, da EGCG poveča raven HIF-
1α z inhibicijo njegove razgradnje v rakavih celicah prostate (Thomas in Kim, 2005). 
Zaradi potenicialnega prokarcinogenega učinka je za EGCG in njegovo kombinacjo z 
drugimi naravnimi molekulami potrebno izvesti nadaljne študije. Potrebna je tudi dodatna 
previdnost, če ga uporabljamo kot kemopreventivno in kemoterapevtsko sredstvo. 
4.2  DOLOČANJE PROTEINSKIH TARČ EGCG PRI ČLOVEKU S PROGRAMOM 
PROTEUS 
 
V preglednici 1 smo prikazali 100 proteinskih tarč z najmanj proste vezne energije za 
izbrano molekulo EGCG, ki jih je napovedal program Proteus. Vsakemu tarčnemu 
proteinu je Proteus pripisal ustrezno PDB ID, verigo ter prosto vezno energijo v interakciji 
z EGCG. 
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4.3 SEKUNDARNI PREGLED LITERATURE Z NAMENOM VREDNOTENJA 
TARČNIH PROTEINOV 
 
V preglednici 1 smo prikazali povezavo EGCG z vsakim od 100 proteinskih tarč v 
literaturi ter v primeru eksperimentalno potrjene povezave med EGCG in določenim 
tarčnim proteinom povzeli opis interakcije iz literature. 
 
Preglednica 1: Proteinske tarče z najmanj proste vezne energije za EGCG, napovedane s programom Proteus 
(Konc in sod., 2018a). Stolpci označeni s 4.2 predstavljajo rezultate določanja proteinskih tarč EGCG iz 
poglavja 4.2 v nalogi. Stolpci označeni s 4.3 predstavljajo rezultate sekundarnega pregleda literature iz 












Povezava z EGCG v 
literaturi,  








Marsh in sod., 2013 
2 2D1J, A 
Coagulation 
factor X, heavy 
chain 
-83,5007 Ne  










Saeki in sod., 2002 






(EGCG ni imel učinka 
na koncentracijo 
NAMPT) 
Urcuyo in sod., 
2010 




-81,3536 Ne  












Bae in sod., 2008 













-77,6264 Ne  





(EGCG inhibira PLA2) 
Wang in sod., 2006 




-72,0061 Ne  
se nadaljuje 
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Povezava z EGCG v 
literaturi,  





















(EGCG zavira aktivnost 
PI3K) 
 
Peairs in sod., 2010 
13 3W1B, A DNA ligase 4 -70,995 Ne  
14 3R01, A 
Proto-oncogene 
serine/threonine






Liu in sod., 2013 
15 1FO3, A 
Alpha 1,2 - 
mannosidase 
-70,7791 Ne  









(EGCG zavira izražanje 
SIRT3) 
Tao in sod., 2015 
17 2I6A, A 
Adenosine 
kinase 
-70,0432 Ne  






produkcijo MMP-3 na 
ravni mRNA in 
proteinov) 










(EGCG reducira Fe4+ v 
Fe3+ v hemoglobinu) 
Jia in Alayash, 2008 






(EGCG zavira CDK2 
kinazno aktivnost) 
Sah in sod., 2004; 
Ahmad in sod., 2000 





(EGCG inhibira DPP4) 
Gao in sod., 2015 




-68,0528 Ne  





(EGCG zavira XO pri 
produkciji sečne kisline 
in deluje kot lovilec 
superoksidnega aniona) 
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Povezava z EGCG v 
literaturi,  























Wang in sod., 2010 
I: Ne  
25 2XFI, A Beta-secretase 1 -67,2737 
Da (EGCG inhibira 
BACE1) 
Zaveri, 2006 
26 2CEO, A 
Thyroxine-
binding globulin 
-67,27 Ne  
27 2A7R, BC 
GMP reductase 
2 
-67,2692 Ne  







estrogenski receptor, ki 
interagira z PI3K/Akt/ 
GSK3 signalizacijo v 
živčnih celicah) 




(EGCG se veže in 
zavira delovanje  ER) 
Farabegoli in sod., 
2007 








Chen in sod., 2011 




-66,7785 Ne  




-66,5018 Ne  




-66,303 Ne  







migracijo celic, ki ju 
inducira dejavnik VII z 
inhibicijo ERK1/2 in 
NF-kB poti) 
Zhou in sod., 2012 
se nadaljuje 
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Povezava z EGCG v 
literaturi,  









(EGCG se veže in 
inhibira DHFR) 
Spina, 2008 
35 4GJD, A Renin -66,0612 
Da 
(EGCG inhibira renin) 
Li in sod., 2013 
 







-65,9321 Ne  










med šaperonom HSP90 
in njegovimi 
košaperoni) 




Da (Zavira HSP90 
šaperonski sistem) 
Yin in sod., 2009 










Kim in sod., 2008 








(EGCG se veže na 
GP120, ki je na 
ovojnici HIV-1 ter tako 
preprečuje vstop virusa 
v gostujočo celico 
oziroma prepreči 
vezavo GP120  na CD4 
na T celicah) 
Kawai in sod., 2003; 
Nance in sod., 2009 






-65,4022 Ne  








Sen in sod., 2009 
se nadaljuje 
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Povezava z EGCG v 
literaturi,  




42 4I9R, A 
Cellular retinoic 
acid – binding 
protein 2 
-65,3313 Ne  





(EGCG šibko inhibira 
aktivnost AchE ter 
znatno izboljša in 
podaljša inhibitorni 
učinek huperzina A na 
AchE)  
Zhang in sod., 2009 
 
 
Da (EGCG inhibira 
AchE) 
Okello in sod., 2012 
44 2BDG, A Kallikrein -4 -65,2799 Ne  
45 1QIN, AB 
Lactoylglutathio
ne lyase 
-65,2019 Ne  








vpliva na spremembe v 
njeni konformaciji)  
Fei in sod., 2014 
 
 
Da (EGCG inhibira alfa 
amilazo trebušne 
slinavke) 
Cheng in sod., 2015 





-64,8902 Ne  
48 3LEE, A 
Squalene 
synthase 




-64,8404 Ne  
50 3WF7, A 
Ribosomal 
protein S6 







Shankar in sod., 
2007 




-64,8047 Ne  




-64,7903 Ne  





-64,7432 Ne  
se nadaljuje 
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Povezava z EGCG v 
literaturi,  









-64,6089 Ne  




-64,5376 Ne  
56 1O6U, A 
SEC14 –like 
protein 2 
-64,4506 Ne  
57 1MQB, A 
Ephrin type-A-
receptor 2 
-64,4185 Ne  






(EGCG zavira EGFR 
signalizacijo) 
Relat in sod., 2012 
 
Da (EGCG zavira 
celični cikel v  
GO/G1  z inhibicijo 
EGFR/ciklin D1 
signalizacijo) 
Ma in sod., 2014 
59 2DSB, AB 
ADP-sugar 
pyrophosphatase 
-64,3011 Ne  
60 3Q4T, A 
Activin receptor 
type-2A 
-64,2333 Ne  




-64,2221 Ne  
62 3LC3, A 
Coagulation 
factor IX 
-64,1983 Ne  
63 1PY5, A 
TGF-beta 
receptor type I 
-64,1188 Ne  




-64,065 Ne  













66 2FIE, DH 
Fructose-1, 6-
biphosphatase 1 
-63,8063 Ne  




kinase kinase 1 
-63,8011 Ne  
se nadaljuje 
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Povezava z EGCG v 
literaturi,  








, H3 lysine-79 
specific 
-63,7679 Ne  












70 2J6L, AB 
Aldehyde 
dehydrogenase 
family 7 member 
A1 
-63,7309 Ne  







aktivnost JAK1 in 
blokira JAK/PKC-
d/STAT1 signalizacijo) 








Giunta in sod., 2006 
72 3HN3, A 
Beta – 
glucuronidase 
-63,4074 Ne  






-63,2623 Ne  






(EGCG inhibira FPPS) 
Ge in sod., 2014 





















Hwang in sod., 2002 






-62,8903 Ne  
se nadaljuje 
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Povezava z EGCG v 
literaturi,  










(EGCG inhibira HGFR) 
Duhon in sod., 
2010;  
Koh in sod., 2011 





(predvidevajo, da je 
CSK lahko tarča 
EGCG, saj EGCG 
zavira rast CSK+ celic 
v primerjavi z CSK 
knockout celicami. 
EGCG inhibira CSK 
signalno pot) 
Kim in sod., 2014 
79 2O3Q, A 
ADP-ribosyl 
cyclase 1 
-62,644 Ne  
80 4G1M, AB 
A: Integrin 
alpha – V 






receptorja alfa V in beta 
III) 
Sen in sod., 2009 







-62,4472 Ne  








Bae in sod., 2008 
 




-62,2826 Ne  
84 2CBS, A CRABP-II -62,2083 Ne  







(EGCG zavira aktivnost 
HMG CoA reduktaze, 
saj se kompetitivno 
veže na kofaktorsko 
mesto reduktaze) 
Cuccioloni in sod., 
2011 
86 3UPZ, A Aurora kinase A -62,1458 Ne  





alkB homolog 2 
-62,0928 Ne  
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Povezava z EGCG v 
literaturi,  









(EGCG je šibak 
inhibitor alfa-amilaze, 









-62,0163 Ne  
91 1E7H, A Serum albumin -61,9923 
Da 
(EGCG se veže na 
serumski albumin) 
Maiti in sod., 2006 
 
 
Da (EGCG se veže na 
serumski albumin, kar 
preprečuje oksidacijo 
EGCG v serumu) 
Ishii in sod., 2011 





-61,8596 Ne  





-61,844 Ne  










































(EGCG aktivira BAR 
in inducira ekspresijo 
tarčnih genov BAR) 
Li in sod., 2012 
se nadaljuje 
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Povezava z EGCG v 
literaturi,  














(EGCG inhibira in 
downregulira AR) 
 





acetilacijo AR ter 
translokacijo AR v 
jedro in transkripcijo 
tarčnih genov ) 
Lee in sod., 2012 
B:Ne  
 
V preglednici 1 smo predstavili 100 napovedanih proteinskih tarč z najmanj proste vezne 
energije. Med prvimi 10 proteinskimi tarčami je program Proteus napovedal pet 
proteinskih tarč, za katere že obstaja dokazana eksperimentalna povezava z EGCG, pet tarč 
je program napovedal na novo. Med prvimi 50 proteinskimi tarčami je Proteus napovedal 
27 proteinskih tarč, za katere že obstaja dokazana eksperimentalna korelacija z EGCG, 23 
tarč je program napovedal na novo. Med prvimi 100 proteinskimi tarčami je program 
Proteus napovedal 41 proteinskih tarč, za katere že obstaja dokazana eksperimentalna 
korelacija z EGCG, 59 tarč je program napovedal na novo.  
 
Izmed 100 najzaneslivejših tarč jih je Proteus 41 % napovedal pravilno, ostalih 59 % bo 
potrebno eksperimentalno potrditi, da bomo lahko ocenili pravilnost napovedanih tarč. Vsi 
novo odkriti tarčni proteini, ki jih je Proteus napovedal, predstavljajo izhodišče za kasnejše  
raziskave ter dodatek k razvijanju nutrigenomske podatkovne zbirke. 
4.4 IDENTIFIKACIJA 20 TARČNIH PROTEINOV Z NAJMANJ PROSTE VEZNE 
ENERGIJE TER DOLOČANJE NJIHOVE VLOGE PRI RAZVOJU RAKA 
 
4.4.1 GTPase KRAS 
 
KRAS (angl.: Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma) je gen, ki deluje kot molekularno stikalo 
celične signalizcije. Ko je alosterično aktivirano privabi in aktivira proteine, ki so vključeni 
v propagacijo rastnih dejavnikov in receptorjev celične signalizacije, kot je c-Raf (angl.: 
rapidly accelerated fibrosarcoma proto-oncogene serine/threonine-protein kinase c). KRAS 
se v svojem aktivnem stanju veže na GTP. KRAS ima intrinzično encimatsko aktivnost, ki 
odcepi terminalni fosfat GTP nukleotida in ga pretvori v GDP. Med konverzijo GTP v 
GDP postane KRAS neaktiven. Predstavniki KRAS igrajo pomembno vlogo v regulaciji 
celične proliferacije. RAS uravnavajo celični odziv na ekstracelularne dražljaje z 
usmerjanjem fluksa skozi signalne transdukcijske kaskade. Aktivnost RAS je odvisna od 
statusa vezanega nukleotida ter njegove celične lokalizacije, kar uravnavajo 
posttranslacijske modifikacije. RAS se posttranslacijsko acetilira na lizinu 104, kar vpliva 
na konformacijsko stabilnost domene, ki je ključna za interakcijo  RAS  z dejavniki 
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gvaninske nukelotidne izmenjave GEF. Aktivna oblika je vezana na GTP, GEF (angl. 
guanine-exchange factor) aktivira molekulo, neaktivna oblika je vezana na GDP, GAP 
(angl. GTP-ase-activating protein) jo inaktivira  (Yang in sod., 2012). KRAS gen je proto 
onkogen (normalen gen, ki postane onkogen, če pride do mutacij ali prekomerne 
ekspresije) (Welman in sod., 2000). Somatske mutacije v GTP-azi KRAS najpogosteje 
aktivirajo raka pri človeku, saj povzročijo nenadzorovano proliferacijo celic in so povezane 
s slabim odzivom na protirakavo terapijo. Onkogene mutacije zaradi zmanjšanja GTP 
hidrolize vodijo v aktivacijo proteinov družine RAS. Z zmanjšano regulacijo GTP-azne 
aktivnosti postane nukleotidno stanje RAS bolj odvisno od relativne koncentracije in 
afinitete nukleotidov, kar daje prednost GTP pred GDP in poveča delež aktivnega GTP-
vezanega RAS (Ostrem in sod., 2013). GTP-aza KRAS je vključena v napredovanje 
onkogeneze, saj povzroča  transkripcijsko utišanje tumor supresorskih genov v celicah 
kolorektalnega raka (Serra in sod., 2014). 
4.4.2 Koagulacijski dejavnik X, angl. Coagulation factor X  
 
Je plazemski glikoprotein sestavljen iz lahke in težke verige, ki je vključen v kaskadne poti 
koagulacije krvi. Aktiviran dejavnik X pretvori protrombin v trombin, ki nadaljne pretvori 
fibrinogen v fibrin (Leytus in sod., 1986). 
4.4.3 Dual specificity mitogen–activated protein kinase kinase 6 (MAPKK 6) 
 
Dvojno specifična proteinska kinaza je komponenta MAP kinazne signalne transdukcijske 
poti. PAK6 (angl.: p21-activated kinase 6) fosforilira in aktivira MAPKK6 v odzivu celični 
stres, kot je UV radiacija, osmotski šok, hipoksia, vnetni citokini in redko rastni dejavniki 
(Stein in sod., 1996). MAPKK6 katalizira fosforilacijo p38, ki nato fosforilira 
transkripcijske dejavnike ATF (angl.: activating transcription factor 2) in ELK1 (angl.: 
ETS-containing protein) (Raingeaud in sod., 1996). ATF2 regulira transkripcijske 
dejavnike in proteine povezane z odzivom na stres, uravnava celični cikel, apoptozo in 
tumorigenezo in regulacija genov, ki vzdržujejo homeostazo. Sodeluje z v-Jun in spodbuja 
proliferacijo kot odziv na rastne dejavnike (Bhoumik in sod., 2010). 
4.4.4 Nikotinamid fosforibozil transferaza, angl. Nicotinamide 
phosphoribosyltransferase (NAMPT) 
 
NAMPT je ključni encim v regulaciji sinteze NAD iz nikotinamida. Katalizira 
kondenzacijo nikotinamida s 5-fosforibozil-1-pirofosfatom za pridobitev nikotinamid 
mononukleotida, ki je intermediat v biosintezi NAD. Postopno izčrpavanje 
intracelularnega koencima NAD oziroma inhibicija NAMPT sproži apoptozo (Hasmann in 
Schemainda, 2003). NAD je vključen v odziv na stres, diferenciacijo, metabolizem in 
staranje. Biološka sinteza NAD posredovana z NAMPT poveča aktivnost Sir2, ki ima 
antiapoptotični učinek in tako nadzira različne biološke procese (Revollo in sod., 2004). 
NAMPT aktivnost je bistvenega pomena za vzdrževanje ustrezne ravni intracelularnega 
NAD in vpliva na številne NAD odvisne encime ter tako kontrolira celično viabilnost in 
vnetni odziv, ima protivnetne in protitumorske lastnosti (Galli in sod., 2010). 
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4.4.5 Inozitol monofosfataza, angl. Inositol monophosphatase (IMP) 
 
Je fosfodiesterazni encim in ima vlogo v fosfatidilinozitol signalni poti, ki vpliva na 
celično rast, apoptozo ter obdelavo signalov.  Vzdržuje znotrajcelično raven mio-inozitola, 
ki tvori strukturno osnovo sekundarnih obveščevalcev v celici. Inozitol monofosfataza 
defosforilira izomere inositol monofosfata, da nastane inositol oziroma natančneje mio-
inozitol. IMPaza uravnava homeostazo inozitola saj sodeluje v fosfatidilinozitol signalni 
poti in v de novo biosintezi inozitola iz glukoza-6-fosfata (Seo in sod., 2007). V 
fosfoinozitol signalni poti gre za aktivacijo G povezanih proteinskih receptorjev in tirozin 
kinaznih receptorjev, kjer pride do aktivacije fosfolipaze C (PLC). PLC hidrolizira 
fosfatidilinozitol bifosfat (PIP2), nastane diacilglicerol in inositol trifosfat IP3. DAG je 
sekundarni obveščevalec, ki aktivira proteinske kinaze in sproži signaliziranje. IP3 je tudi 
sekundarni obveščevalec, ki aktivira receptorje endoplazmatskega retikuluma, da sprosti  
zaloge Ca ionov v citoplazmo in tako ustvari signalni sistem, ki uravnava proliferacijo, 
celični metabolizem, izločanje. PIP2 je prekurzor številnih signalnih molekul, lahko se 
fosforilira in nastane PIP3, ki je vključen v proliferacijo in apoptozo. IMPaza reciklira IP3, 
da producira PIP2 z defosforilacijo inositol monofosfata in nastane anorganski fosfat in 
mio-inozitol, prekurzor PIP2 (Schloesser in sod., 2008). 
4.4.6 Kolagenaza, angl. Collagenase (MMP13) 
 
Kolagenaze so skupine encimov (MMP 1,8,13,18), ki pripadajo družini od Zn2+ odvisnih 
proteolitičnih encimov, znanih kot matriksne metaloproteinaze. Kolagenaza je encim, ki 
cepi peptidne vezi kolagena v ekstracelularnem matriksu (ECM) in tako razgrajuje in 
remodelira vnetno tkivo. Produkcijo kolagenaze inducirajo vnetni citokini kot je IL-1 ter 
TNF, ki jih izločajo makrofagi (Dayer in sod., 1985). Prekomerna produkcija MMP je 
značilna za rakave celice, ki metastazirajo (Zucker in sod., 1993). 
4.4.7 3'5'-Ciklični-AMP fosfodiesteraza 4B, angl. CAMP-specific 3',5'-cyclic 
phosphodiesterase 4B (PDE4B) 
 
Ciklični nukleotidi, kot je cAMP so pomembni sekundarni obveščevalci, ki uravnavajo 
celični odziv na zunajcelične signale, kot so hormoni, svetloba in neurotransmiterji in so 
vključeni v signalne transdukcijske poti. PDE4B katalizira hidrolizo sekundarnega 
obveščevalca cAMP do AMP (Xu in sod., 2004). Ciklični AMP se veže na specifične 
lokacije regulatornih regij proteinskih kinaz in povzroči disociacijo regulatorne in 
katalitične podenote in tako omogoči katalitični enoti, da prenese fosfat iz ATP in 
fosforilira substratne proteine, kot je proteinska kinaza (PKA). Fosforilirani proteini 
direktno delujejo na ionske kanale ali pa postanejo aktivirani oziroma inhibirani encimi. 
PKA fosforilira specifične proteine, ki se vežejo na promotorske regije DNA in uravnavajo 
transkripcijo. Pot PKA je ključni mediator celične proliferacije in diferenciacije v 
normalnih in rakavih celicah. Deregulacija cAMP poti in spremenjeno izražanje genov, ki 
jih uravnava cAMP je povezana z razvojem raka. Zmanjšano izražanje ali inhibicija 
PDE4B aktivira pot proteinske kinaze A in prispeva k napredovanju raka na prostati. V 
odzivu na oksidativni stres se zmanjša količina PDE4B in aktivira pot PKA (Kashiwagi in 
sod., 2011). cAMP je pozitivni znotrajcelični signal za proliferacijo v številnih 
diferenciranih celicah. V številnih tumorskih celicah je cAMP negativni regulator 
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proliferacije. Nekatere študije kažejo, da je aktivnost PDE4B povečana v tumorskih 
celicah. Spojine, ki povišajo raven cAMP, zavirajo rast tumorja in vitro. Inhibitorji PDE4B 
zmanjšajo rast tumorja (Drees in sod., 1993). V vnetnih celicah ima aktivacija cAMP 
signaliziranja negativni učinek na številne korake imunskega in vnetnega odziva, kot je T 
celična aktivacija in proliferacija ter sproščanje citokinov. Inhibicija PDE, ki deaktivirajo 
ciklične nucleotide, poveča raven cAMP in zmanjša vnetni odziv (Jin in sod., 2005). 
 
Ciklični nukleotidi uravnavajo celično rast, diferenciacijo, energetsko homeostazo ter 
signaliziranje nevronov. Spremembe v signalizaciji cikličnih nukleotidov so povezane z 
rakom. Aktivacija signalizacije s cikličnimi nukleotidi je učinkovita za zmanjšanje 
proliferacije in aktivira apoptozo v različnih vrstah raka. Aktivacija cikličnih nukleotidov 
poteka preko enega izmed treh mehanizmov: indukcija sinteze cikličnih nukleotidov, 
inhibicija degradacije cikličnih nukleotidov ali aktivacija receptorjev cikličnih nukleotidov. 
cAMP deluje kot sekundarni obveščevalec in se odziva na hormone, nevrotransmiterje in 
citokine, ki v splošnem aktivira ciklazni encim, ki katalizira nastanek cikličnega nukleotida 
cAMP iz NTP. Nato cAMP vpliva na aktivnost efektorskih molekul, kot so kinaze, ionski 
kanali, transkripcijski dejavniki, itd.  Amplituda in trajanje cAMP signala je odvisna od 
izražanja in aktivnosti PDE encimov. Po vezavi cAMP na 4 regulatorne podenote PKA  
sprostijo in aktivirajo, da fosforilirajo substrate. PKA med drugim fosforilira transktipcijski 
dejavnik CREB (angl.: cAMP response element binding protein). CREB uravnava 
izražanje genov, ki spodbujajo onkogenezo.  CREB je lahko prekomerno izražen in 
konstituotivno aktiviran pri veliko vrstah raka in uravnava gene, ki so vključeni v  
metabolizem, signaliziranje, proliferacijo, diferenciacijo in preživetje. cAMP signaliziranje 
ima pozitivne in negativne učinke na celično rast in preživetje, odvisno od celičnega in 
tkivnega tipa (Fajardo in sod., 2014). 
4.4.8 Tirozinska proteinska kinaza HCK, angl. Tyrosine-protein kinase HCK 
 
Družina Src tirozinskih kinaz so membransko vezane nereceptorske kinaze, ki so vključene 
v številne transdukcijske poti. Eden izmed članov Src je tudi HCK kinaza (angl.: 
hemopoietic cell kinase). HCK se v glavnem izraža v celicah hematopoetskega izvora. Src 
kinaze se aktivirajo v odzivu na celične signale, ki spodbujajo proliferacijo, preživetje, 
invazijo ter aktivacija citokinskih receptorjev. Konstituitivna aktivacija kinaz Src družine 
lahko povzroči maligno transformacijo celic (Summy in Gallick, 2003). HCK prenaša 
signale iz receptorjev na celični površini in igra pomembno vlogo v prirojenem imunksem 
odzivu. V imunskih celicah deluje downstream od receptorjev na površini, ki vežejo Fc 
regijo imunoglobulinov in sproži hitro sproščanje ROS v okviru fagocitoze (Durden in 
sod., 1995). Src družina tirozinskih kinaz je skupina signalnih proteinov, ki imajo 2 
modula za prepoznavanje peptidov SH2 (angl.: Src homology 2) in SH3. SH2 in SH3 
domena uravnavata biološko in kemijsko funkcijo Src kinaz. V odsotnostni prihajajočih 
signalov SH2 in SH3 domeni skupaj deaktivirata Src kinazo. Fosforilacija tirozina 
uravnava aktivnost Src kinaz na dva načina. Fosforilacija tirozina na C terminalnem koncu 
kinase zavira aktivnost tirozinske kinaze. Fosforilacija v centralnem tirozinu kinaze sproži 
katalitično aktivnost (Schindler in sod., 1999). 
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4.4.9 Fosfolipaza A2, sekretorna, angl. Phospholipase A2, secretory (PLA2) 
 
Fosfolipaza A2 je esteraza, ki cepi glicerofosfolipide na maščobne kisline in lizofosfolipid. 
Aktivnost in izražanje nekaterih izoform PLA2 je povezana z rakom. Glavni mehanizem s 
katerim PLA2 uravnava karcinogenezo je sproščanje arahidonske kisline iz 
glicerofosfolipidov. Arahidonska kislina se nato metabolizira v številne molekule, ki 
spodbujajo rast in proliferacijo rakavih celic. PLA je vključena v karcinogenezo tudi s 
sproščanjem lizofosfolipidov, ki se metabolizirajo do lizofosfatične kisline, ki spodbuja 
celično rast. Inhibitorji PLA2 so zanimive protirakave tarče, saj zmanjšajo količino 
arahidonske kisline. Obstaja vsaj 19 izooblik PLA2 in jih v glavnem delimo v sekretorne, 
citosolne in od Ca2+ neodvisne. Vključene so v vnetje, celično smrt, celično rast, 
signaliziranje in ohranjanje membranskih fosfolipidov. Vse izooblike PLA2 uravnavajo 
vnetje. Sekretorna PLA2 je povezana s splošnimi vnetnimi procesi, medtem ko je citosolna 
PLA2 povezana s kroničnimi vnetji in vnetji zaradi sproščanja arahidonske kisline. Vsi 
trije razredi PLA2 uravnavajo mehanizme celične smrti neodvisno od vnetja. Citosolna in 
od ca neodvisna PLA2 sta vključene v celično smrt inducirano z Fas in TNF. Sekretorna in 
citosolna PLA2 sta vključene v celično smrt posredovano z oksidanti. PLA2 sproži celično 
smrt preko sproščanja arahidonske kisline, ki se metabolizira do molekul, ki sprožijo 
kaspazno aktivacijo (Cummings, 2007).  
4.4.10 mRNA decapping enzyme 
 
Gvaninska kapica na 5’ koncu je potrebna za pre-mRNA splicing, prehod mRNA iz jedra v 
citoplazmo, stabilnost mRNA in učinkovito translacijo. Uravnavanje transkripcije in 
razgradnje mRNA določa količino in čas interakcije mRNA s translacijskim aparatom.  V 
evkariontskih celicah poteka ena izmed glavnih poti degradacije mRNA na 5’ koncu. 
Začne se z deadenilacijo poliadenilacijskega repa. Encim katalizira hidrolizo gvaninske 
kapice (7-metilgvanozina) in tako izpostavi 5’ konec eksoribonukleazam. Z 
odstranjevanjem gvaninske kapice iz degradirajoče mRNA prepreči akumulacijo 
intermediatov, ki bi se lahko vključili v RNA procesiranje in translacijo, saj določeni 
dejavniki prepoznajo mRNA po njeni gvaninski kapici (Meigang in sod., 2004). 
4.4.11 5'-deoksi-5'-metiltioadenozin fosforilaza, angl. 5'-deoxy-5'-
methylthioadenosine phosphorylase (MTAP) 
 
MTAP katalizira fosforilizo 5-deoksi-5-metiltioadenozina (MTA) v adenin in 5-metiltio-D-
riboza-1-fosfat. MTA je stranski produkt biosinteze poliamina, ki je potreben za celično 
rast in proliferacijo. Adenin se vgradi v nukleotide s fosforiboziltransferazo, 5-metiltio-D-
riboza-1-fosfat se vključi v biosintezo metionina. Pri več vrstah raka gre za pomanjkanje 
tega encima, saj gre za homozigotno delecijo gena za 5'-deoksi-5'-metiltioadenozin 
fosforilazo in gena, ki kodira tumor supresor p16. Verjetno je za pojav raka pri takšni 
deleciji odgovorno pomanjkanje tumor supresorja p16 in ne MTAP, čeprav ima MTAP 
pomembno funkcijo v metabolizmu purinov. V odsotnosti MTAP encima v rakavih celicah 
celice ne morejo reciklirati adenine v nukletotide in morajo zato povečati de novo sintezo 
AMP. Zato se rakave celice brez MTAP bolj odzivajo na kemoterapevtske učinkovine, ki 
ciljajo pot biosinteze purinov. Z dodajanjem inhibitorjev MTAP kemoterapevtskim 
učinkovinam, ki ciljajo biosintezo purinov, lahko izboljšamo izid protirakave terapije 
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(Appleby in sod., 1999). V študiji so pokazali, da zmanjšanje izražanja MTAP v 
hepatocelularnem karcinomu poveča invazivnost raka in odpornost proti citokinom. 
Zmanjšano izražanje MTAP posledično poveča koncentracijo MTA znotraj in izven celic. 
MTA spodbudi transkripcijo MMP in IL-8 in vitro, kar poveča proliferacijo in aktivacijo 
transkripcijskega dejavnika NFkB in spodbudi tumorigenezo. MTAP deluje kot tumor 
supresor v hepatocelularnem karcinomu (Kirovski in sod., 2011). 
4.4.12 Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit, gamma 
isoform (PIK3CG) 
 
GPCR (angl.: G protein-coupled receptor) so plazemski membranski proteini, ki izvajajo 
svojo funkcijo preko intracelularnih signalnih poti, med katerimi je pomembna aktivacija 
PI3K (fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat 3-kinaza). PI3K ima lipidno in proteinsko kinazno 
aktivnost. Katalizira adicijo fosfatne skupine na obroč fosfatidilinozitola (Vanhaesebroeck 
in sod., 2001). PI3K se glede na katalitično podenoto delijo v IA in IB. Razred IB ima eno 
katalitično podenoto PI3K gama, ki se aktivira preko direktne povezave dveh podenot 
GPCR. Aktivacija PI3K preko GPCR spodbudi produkcijo fosfatidilinozitol 3,4,5-
trifosfata (PIP3), saj PI3K fosforilira fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat in nastane PIP3 na 
katerega se sidrajo proteini, ki vsebujejo PH (angl.: plackstrin homology) domeno, kot sta 
npr. PKB in AKT in aktivira signalne kaskade, ki so vključene v celično rast, preživetje in 
proliferacijo. PI3K gama direktno fosforilira MEK (angl.: mitogen-activated protein 
kinase) in sproži MAPK ERK aktivacijo (Bondeva in sod., 1998). PI3K gama v glavnem 
producirajo levkociti. PI3K gama uravnava vnetne odzive in negativno uravnava srčno 
kontrakcijo z zmanjševanjem koncentracije cAMP. Zmanjšanje PI3 kinazne aktivnosti 
zmanjša vnetne reakcije. PI3K gama je pomembna komponenta kompleksa, ki nadzira od 
PDE3B fosfodiesteraze posredovano uničenje cAMP. PI3K gama je torej vključen v 2 
pomembni signalni poti: od kinaze odvisna aktivnost, ki nadzira PKB/AKT ter uravnava 
fosforilacijo MAPK; ter od kinaze neodvisna aktivnost, ki vpliva na interakcije proteinov 
za uravnavanje aktivnosti PDE3B (Patrucco in sod., 2004).  
4.4.13 DNA ligaza 4, angl. DNA ligase 4 
 
Motnje v DNA popravljalnih mehanizmih vodijo v kopičenje dvojnih prelomov DNA 
verig in v apoptozo. DNA ligaza 4 v celici popravlja razdvojene  verige. Poškodbe DNA se 
dogajajo pogosto in odsotnost DNA popravljalnih mehanizmov vodi v genomsko 
nestabilnost in raka (Hartlerode in Scully, 2009). Dvojne prelome verig povzroča 
ionizirajoče sevanje, citotoksična zdravila, napake v replikaciji ter endogene ROS. Dvojne 
prelome DNA popravljaja homologna rekombinacija ali združevanje nehomolognih 
koncev. Pri slednjem mehanizmu sodeluje DNA ligaza 4 (Grawunder in sod., 1997).). Je 
encim, ki tvori fosfodiestrske vez med 3’ hidroksilnim koncem enega nukleotida in 5’ 
koncem drugega nukleotida in zato potrebuje ATP. Mutacije v DNA ligazi 4 vodijo v 
povečano predispozicijo za levkemijo, zmanjšano število krvnih celic in različne stopnje 
imunske pomanjkljivosti. Sposobnost popravljanja dvojnih prelomov verig DNA je še 
posebej pomembna za matične celice, ki so odgovorne za obnavljanje tkiv. Hematopoetski 
sistem vzdržujejo hematopoetske matiče celice v kostnem mozgu. Eden izmed pomembnih 
aspektov staranja je akumulacija poškodb DNA, kar vodi do izčrpanja matičnih celic. 
Pomanjkanje ligaze 4 v pluripotentnih matičnih celicah povzroča motnje v nehomolognem 
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združevanju koncev DNA in se odraža v  kopičenju dvojnih prelomov verig DNA in 
poveča apoptozo. Občutljivost hematopoetskih matičnih celic na pomanjkanje DNA ligaze 
4 kaže na to, da je nehomologno združevanje koncev ključni dejavnik sposobnosti 
matičnih celic, da preživijo fiziološki stres skozi čas (Tilgner in sod., 2013). 
4.4.14 Proto-oncogene serine/threonine-protein kinase PIM1 
 
Izražanje PIM1 spodbujajo različni rastni dejavniki in je uravnavano na nivoju 
transkripcije, post-transkripcijsko, translacijsko in post-translacijsko. Izražanje PIM1 je 
posredovano z aktivacijo JAK/STAT (Wang in sod., 2001). PIM1 je proto-onkogen s 
serin/treonin kinazno aktivnostjo, ki fosforilira različne tarče,  vključene v celično 
preživetje in proliferacijo. Svoje onkogene aktivnosti izraža preko uravnavanja MYC 
transkripcijske aktivnosti, uravnavanja napredovanja celičnega cikla ter s fosforilacijo in 
inhibicijo proapoptotičnoh proteinov (BAD in FOXO3). Ena izmed tarč PIM1 je p21 
oziroma CDKN1A (angl.: cyclin dependent kinase inhibitor 1A), ki je inhibitor CDK. 
Fosforilacija CDKN1A, ki je regulator napredovanja celičnega cikla v G1 fazi se odraža v 
prehodu CDKN1A iz jedra v citoplazmo, kjer postane neaktiven (Wang in sod., 2002). 
PIM1 spodbuja napredovanje celičnega cikla in tumorigenezo s fosforilacijo p27 oziroma 
CDKN1B, ki je regulator napredovanja celičnega cikla in inhibitor CDK. Fosforilacija 
CDKN1B spodbudi izvoz molekule iz jedra in njegovo razgradnjo s proteasomom. PIM1 
fosforilira in inaktivira transkripcijske dejavnike p27, kot sta FOXO1a in FOXO3a 
(Morishita in sod., 2008). PIM1 spodbuja napredovanje celičnega cikla na prehodu faz G1-
S in G2-M s fosforilacijo CDC25A (angl.: dual specificity phosphatase CDC25A) in 
CDC25C (Bachmann in sod., 2004). Prekomerno izražanje Pim-1 povzroči izgubo kontrole 
celičnega cikla. Posledično, celice z abnormalnimi mitotičnimi vreteni ne obstanejo v 
mitozi, ampak tvorijo poliploidne in večjedrne hčerinske celice (Bhattacharya in sod., 
2002). PIM1 je onkogeni dejavnik preživetja saj inhibira apoptozo. S fosforilacijo BAD 
spodbuja njegovo razgradnjo v proteasomu in tako inhibira apoptozo (Peltola in sod., 
2004). S fosforilacijo ASK1 (angl.: apoptosis signal-regulating kinase 1) in PRAS40 
(angl.: proline-rich Akt substrate of 40 kDa), PIM1 zavre njuno proapoptotično aktivnost. 
PIM1 inaktivira ASK1 in posledično vpliva na zmanjšano fosforilacijo stresne kinaze JNK 
in p38 ter tako zmanjša aktivacijo kaspaze-3, s čimer preprečuje celično smrt (Gu in sod., 
2009). Ko se PIM1 veže na MYC, sodeluje v kompleksni fosforilaciji histona H3 in tako 
spodbuja transkripcijo od MYC odvisnoh genov. Pim1 s fosforilacijo stabilizira MYC, zato 
ta dva onkogena delujeta sinergistično v tumorigenezi (Zippo in sod., 2007). 
4.4.15 Alfa 1,2-manozidaza, angl. Alpha 1,2-mannosidase 
 
Znana tudi kot ER-alfa manozidaza 1 je encim, vključen v zorenje N-vezanih 
oligosaharidov in v njihovo degradacijo z endoplazmatskim retikulumom. Odcepitev enega 
manoznega ostanka deluje kot signal, ki cilja nepravilno zvite glikoproteine, jih premesti iz 
endoplazmatskega retikuluma ter sproži njihovo razgradnjo v proteasomu. Alpha 1,2 – 
manozidaze razreda I so od kalcija odvisni encimi, ki cepijo alfa1,2-vezano manozo z 
inverzijo anomerne konfiguracije (Vallee in sod., 2000). 
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4.4.16 NAD odvisna proteinska deacetilaza sirtuin-3, ang. NAD-dependent protein 
deacetylase sirtuin-3, mitochondrial (SIRT3) 
 
SIRT3 se nahaja v mitohondrijskem matriksu in je vključen v regulacijo metabolnih 
procesov. NAD+ je prenašalec elektronov v mitohondriju in je vključen v generiranje ATP. 
SIRT3 zaznava razmerje NAD+/NADH. Povečana raven NAD+ aktivira SIRT3, ki 
deacetilira tarčne proteine in ohranja bazalni nivo ATP ter uravnava mitohondrijski 
elektronski transport. SIRT3 z deacetilacijo aktivira acetil-CoA sintetazo 2, ki je 
pomemben mitohondrijski encim vključen v ustvarjanje acetil-CoA za Krebsov cikel 
(Hallows in sod., 2006). SIRT3 se reverzibilno veže in uravnava acetilacijo in aktivnost 
kompleksa 1 v elektronski transportni verigi. Asociacija SIRT3 s kompleksom 1 uravnava 
optimalni bazalni nivo ATP. Kompleks 1 je NADH dehidrogenaza in v nasprotju je SIRT3 
od NAD odvisna oziroma z NAD uravnavana deacetilaza. Fizična asociacija SIRT3 s 
kompleksom 1 kaže na vlogo SIRT3 v elektronski transportni verigi. SIRT3 uporablja 
NAD, ki ga generira kompleks 1 in uravnava energetsko homeostazo. Študije kažejo, da je 
pri miših z izbitim genom SIRT3 zmanjšana aktivnost kompleksa 1 ter s tem zmanjša 
bazalni nivo ATP (Bong-Hyun in sod., 2008). MRPL10 MRPL10 (angl.: mitochondrial 
ribosomal protein  L10) je glavni acetiliran protein v mitohondrijskem ribosomu. SIRT3 je 
odgovoren za deacetilacijo MRPL10 v odvisnosti od NAD+. Povečana acetilacija 
MRPL10 vodi v povečano translacijsko aktivnost mitohondrijskih ribosomov oziroma 
povečano sintezo proteinov pri miših z izbitim genom SIRT3. Deacetilacija MRPL10 
povzroča nepravilnosti v sintezi proteinov in zmanjša nivo oksidativne fosforilacije, saj 
zmanjša ekspresijo esencialnih proteinov, ki so vključeni v oksidativno fosforilacijo (Yang 
in sod., 2010). Reverzibilna acetilacija proteinov tako predstavlja glavni mehanizem 
uravnavanja aktivnosti mitohondrijev. Poškodovana in spremenjena funkcija 
mitohondrijev, podobno kot genske mutacije, lahko vodi v razvoj raka. V rakavem 
pljučnem tkivu je zmanjšana ekspresija SIRT3 v primerjavi z normalnim tkivom. Povečana 
ekspresija SIRT3 je pomembno zmanjšala rast plučne rakave celične linije A549, kjer je 
SIRT3 spodbujal apoptozo (Kui in sod., 2013). Kim in sod. (2010) je pokazal, da je 
delecija SIRT3 pripomogla k razvoju raka na dojki v miših, kar kaže na tumor supresorski 
učinek SIRT3. 
4.4.17 Adenozin kinaza, angl. Adenosine kinase (ADK) 
 
ADK uravnava koncentracijo ekstracelularnega adenozina in intracelularnih adeninskih 
nukleotidov. Katalizira prenos fosfata iz ATP na adenozin, pri čemer nastane AMP. 
Ekstracelularni adenozin spodbuja apoptozo v rakavi celični liniji želodca GT3-TKB, saj 
se po prehodu v celico pretvori v AMP in aktivira AMPK, ne glede na aktivacijo kaspaz. 
Inhibicija ADK zmanjša celično smrt (Masaru in sod., 2004). Izražanje ADK je bilo znatno 
večje v rakavem v primerjavi z normalnim tkivom (Giglioni in sod., 2008). 
 
4.4.18 Stromelizin-1, angl. Stromelysin-1 (MMP3) 
 
Matriksne metaloproteinaze so povezane s tumorsko angiogenezo, invazijo in 
metastaziranjem in vplivajo na celično signalizacijo. Večino MMP ne proizvajajo rakave 
celice, ampak stromalne celice (Coussens in Werb, 1996). MMP3 je ena izmed stromalnih 
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MMP, ki lahko izraža onkogene učinke. Vključena je v razgradnjo proteinov ECM v 
normalnih fizioloških procesih, kot je razvoj zarodka, kot tudi v bolezenskih procesih, kot 
je metastaziranje tumorja. MMP spodbujajo razvoj tumorja z vplivom na celično 
signalizacijo. MMP sproščajo rastne dejavnike, angiogene dejavnike in njihove inhibitorje 
iz ECM in celične površine (Suzuki in sod., 1997). MMP3 razgrajuje različne tipe 
kolagena, elastin ter proteoglikane. MMP3 sprošča molekule, vezane na celični površini, 
kot je E-kadherin, heparin-vezavni EGF-ju podobni rastni dejavnik (angl.:heparin-binding 
EGF-like growth factor), TNF-alfa in tumor supresor (Christofori in Semb, 1999). 
Poškodba ali vnetje v tkivu poveča količino MMP in tako spodbuja karcinogenezo. 
Povečana količina MMP3 pretvori funkcionalno normalne epitelijske celice v mezenhimu 
podobne tumorje in vivo (Sympson in sod., 1994). MMP3 spodbuja akumulacijo mutacij 
ali preživetje mutiranih celic. Z vplivom na spremembe v celični adheziji, MMP 
spreminjajo kontrolne točke celičnega cikla in spodbujajo genomsko nestabilnost (Tlsty, 
1998).  
4.4.19 Hemoglobin, alfa in gama-2 podenota, angl. Hemoglobin subunit alpha, 
subunit gamma-2  
 
Hemoglobin je vključen v transport kisika iz pljuč v periferna tkiva. V raziskavi so merili 
razlike v količini hemoglobina med pacientkami z rakom na jajčnikih in zdravimi 
ženskami. Količina alfa in beta podenot hemoglobina je pri ženskah z rakom na jajčnikih 
precej večja zato so alfa in beta podenoto hemoglobina predlagali kot serumska 
biomarkerska proteina za identifikacijo raka na jajčnikih (Woong-Shick in sod., 2005). 
4.4.20 Od ciklina odvisna kinaza 2, angl. Cyclin-dependent kinase 2 (CDK2) 
 
Je serin/treonin proteinska kinaza, ki fosforilira različne tarčne proteine in je vključena v 
nadzorovanje celičnega cikla. Aktivacija CDK2/ciklin E spodbuja iniciacijo podvajanja 
centrosomov in DNA (Okuda in sod., 2000). CDK2 je vključena v kontrolno točko na 
G1/S prehodu, ki zaznava poškodbe DNA in preprečuje, da bi celice pričele z mitozo. V 
odzivu na poškodbe DNA uravnava popravljanje dvojnih prelomov verig s homologno 
rekombinacijo s fosforilacijo BRCA2 (Esashi in sod., 2005). Ima ključno vlogo v 
uravnavanju celične proliferacije, smrti in popravljanju DNA v embrionskih matičnih 
celicah. Kontrolna točka G1 ohranja genomsko integriteto in preprečuje celicam s 
poškodovano DNA, da vstopijo v S fazo. Zmanjšanje izražanja CDK2 zaustavi celice v G1 
fazi in sproži apoptozo (Neganova in sod., 2011). Aktivnost CDK2 je največja v S in G2 
fazi. Ciklin A/CDK2 ima vlogo v napredovanju skozi S fazo, aktiviran pa je tudi v G2 fazi, 
kjer uravnava čas napredovanja v mitozo z nadaljno aktivacijo oziroma fosforilacijo 
ciklina B/CDK1. Inhibicija CDK2 zakasni čas vstopa v mitozo z ohranjanjem celic v G2 
fazi (De Boer in sod., 2008). MYC in RAS onkogeni so pogosto aktivirani pri raku. RAS 
zavira apoptozo, ki jo sproži MYC. MYC zavira senescenco, ki jo sproži RAS. Tako 
skupaj preideta dve glavni oviri tumorigeneze. Ciklin E/CDK2 s fosforilacijo MYC 
preprečuje senescenco, ki jo med oksidativnim stresom inducira RAS. Inhibicija aktivnosti 
CDK2 je potencialna protirakava terapija (Hydbring  in sod., 2010). 
 
Na sliki 5 je predstavljenih 20 tarčnih proteinov z najmanj proste vezne energije v 
interakciji z EGCG, ki smo jim po pregledu literature določili funkcijo v razvoju raka. 
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Slika 5: Prikaz funkcij 20 tarčnih proteinov EGCG, ki jih je napovedal program Proteus ter opis njihovih 
funkcij v razvoju raka. 
4.5 PREVERJANJE NAJBOLJE OCENJENIH TARČNIH PROTEINOV V PROGRAMU 
ZA VIZUALIZACIJO MOLEKUL Z NAMENOM OCENE INTERAKCIJ  
 
Na sliki 6, 7, 8, 9 smo predstavili vizualno shemo interakcij s programom PyMOL med 
EGCG in dvema različnima tarčnima proteinoma z najmanj proste vezne energije, ki imata 
vlogo v razvoju raka ter do sedaj še nista bila identificirana kot tarče EGCG. S tem smo 
predstavili izhodišče za kasnejše eksperimentalne raziskave v zvezi s spojino EGCG. 
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Slika 6: Prikaz interakcij med EGCG ter inozitol monofosfatazo (PDB ID: 1IME, verigi AB). EGCG je 
prikazana v vijolični barvi, njene hidroksilne skupine v rdeči barvi. Z modro je predstavljen tarčni protein 
inozitol monofosfataza ter prikazani so aminokislinski ostanki tarčnega proteina, ki interagirajo z EGCG. 
 .  
Slika 7: Bližnji prikaz interakcij med EGCG ter inozitol monofosfatazo (PDB ID: 1IME, verigi AB). EGCG 
je prikazana v vijolični barvi, njene hidroksilne skupine v rdeči barvi. Z modro je predstavljen tarčni protein 
inozitol monofosfataza ter prikazani so aminokislinski ostanki tarčnega proteina, ki interagirajo z EGCG. 
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Slika 8: Prikaz interakcij med EGCG in CAMP-specifično 3',5'-ciklično fosfodiesterazo 4B (PDB ID: 3WD9, 
veriga A). EGCG je prikazana v roza barvi, njene hidroksilne skupine v rdeči barvi. Z modro je predstavljen 
tarčni protein CAMP-specifična 3',5'-cikličao fosfodiesteraza 4B ter prikazani so aminokislinski ostanki 
tarčnega proteina, ki interagirajo z EGCG.  
 
Slika 9: Bližnji prikaz interakcij med EGCG in CAMP-specifično 3',5'-ciklično fosfodiesterazo 4B (PDB ID: 
3WD9, veriga A). ). EGCG je prikazana v roza barvi, njene hidroksilne skupine v rdeči barvi. Z modro je 
predstavljen tarčni protein CAMP-specifična 3',5'-cikličao fosfodiesteraza 4B ter prikazani so aminokislinski 
ostanki tarčnega proteina, ki interagirajo z EGCG. 
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 Po pregledu več kot 203 originalnih in preglednih znanstvenih člankov s področja 
nutrigenomike, smo zasledili, da je EGCG ena izmed najbolje raziskanih spojin v 
hrani, ki deluje proti raku. Eksperimentalno dokazano preprečuje mutacije DNA, saj 
sodeluje v DNA popravljalnih mehanizmih in preprečuje razvoj raka v kasnejših 
stopnjah, saj je inhibitor proliferacije, angiogeneze, invazije in metastaziranja ter je 
induktor apoptoze. 
 
 Za izbrano bioaktivno komponento v hrani, EGCG, smo z uporabo bioinformacijskega 
orodja Proteus napovedali 100 proteinskih tarč pri človeku, med katerimi je bilo 41 
tarč že eksperimentalno dokazano povezanih z izbrano spojino EGCG. 59 proteinskih 
tarč je program našel na novo in večina izmed njih ima pomembno vlogo v razvoju 
raka. 
 
 Na podlagi rezultatov bioinformacijske študije smo identificirali 20 človeških tarčnih 
proteinov z najmanj proste vezne energije in določili njihovo vlogo pri razvoju raka ter 
opredelili njihov vpliv na transkripcijske dejavnike in njihove ciljne gene, analizirali 
vpliv na signalne poti ter vpliv na interakcije med regulatornimi potmi in vnetnim 
stresnim odzivom. 17 od 20 proteinov ima neposredno vlogo v razvoju raka. 
 
 Izmed 100 tarčnih proteinov jih je 59 program Proteus našel na novo in predstavljajo 
izhodišče za kasnejše eksperimentalne raziskave.  S tem namenom smo s programom 
za vizualizacijo molekul PyMOL predstavili interakcije med izbrano spojino EGCG 
ter dvema tarčnima proteinoma z najmanj proste vezne energije, ki imata vlogo v 
razvoju raka ter do sedaj nista bila identificirana kot tarče EGCG. S tem smo 
pripomogli k razvoju nutrigenomske podatkovne zbirke ter predpisovanju 
personaliziranih diet v okviru protirakave terapije. 
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Ocenjujejo, da je hrana vzrok za pojav 30-40 % primerov raka na dojki, prostati, ledvicah, 
črevesju in pljučih. Za nastanek invazivnega tumorja je značilna samozadostnost rastnih 
signalov oziroma aktivacija z lastnimi rastnimi signali, neobčutljivost na inhibitorje 
proliferacije, aktivacija poti preživetja, nenadzorovana replikacija, ki ni omejena s 
senescenco, iniciacija angiogeneze, invazija in metastaziranje. Pojavnost raka se bo v 
prihodnjih letih povečala, zato je ključnega pomena, da pripravimo učinkovito preventivno 
strategijo. Eden izmed pomembnih pristopov za zmanjševanje tveganja raka je sprememba 
prehrambenih navad. Nutrigenomika proučuje komponente hrane, ki inducirajo izražanje 
genov v specifičih celicah in organih, identificira njihov vpliv na transkripcijske dejavnike 
in ciljne gene, analizira njihov vpliv na signalne poti ter identificira njihov vpliv na 
interakcije med regulatornimi potmi in vnetnim stresnim odzivom. Na podlagi interakcij 
med komponentami hrane in genotipom proučuje razvoj kroničnih bolezni, kot je rak. V 
nalogi smo se osredotočili na pregled literature najbolje raziskanih bioaktivnih komponent 
v hrani s protirakavim delovanjem ter izbrali spojino, kateri smo z uporabo 
bioinformacijskega orodja inverznega molekularnega sidranja  napovedali tarčne proteine 
pri človeku. Zasledili smo, da je epigalokatehin galat (EGCG) ena izmed najbolje 
raziskanih spojin v hrani, ki deluje proti raku. Eksperimentalno dokazano preprečuje 
mutacije DNA, saj sodeluje v DNA popravljalnih mehanizmih. Na različnih stopnjah 
preprečuje razvoj raka, saj je inhibitor proliferacije, angiogeneze, invazije in metastaziranja 
ter je induktor apoptoze. Z uporabo bioinformacijskega orodja inverznega molekularnega 
sidranja Proteus smo napovedali 100 tarčnih proteinov pri človeku z najmanj proste vezne 
energije v interakciji z  EGCG. 41 proteinskih tarč je bilo eksperimentalno že dokazano 
povezanih z izbrano spojino EGCG. 59 proteinskih tarč je program našel na novo in večina 
izmed njih ima pomembno vlogo v razvoju raka. Rezultati naloge predstavljajo izhodišče 
za kasnejše eksperimentalne raziskave. S tem namenom smo določil vlogo nekaterih 
tarčnih proteinov v različnih stopnjah razvoja raka ter s programom za vizualizacijo 
molekul PyMOL predstavili interakcije med EGCG ter nekaterimi tarčnimi proteini.  
 
Za tarčne proteine, ki do sedaj še niso bili identificirani kot tarče EGCG, bodo prihodnje 
eksperimentalne raziskave pokazale, ali je program Proteus pravilno napovedal interakcije. 
S tem smo pripomogli k razvoju nutrigenomske podatkovne zbirke, ki bo skupaj z 
individualnim predpisovanjem zdravil glede na posameznikov genotip pripomogla k 
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